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RESUMO 

De acordo com a OMS, as doenças isquêmicas do coração consistem na maior 

causa mortis global. Dentre as abordagens terapêuticas, a mais eficaz é a 

reperfusão. A despeito da melhora no prognóstico pós-infarto, a recuperação 

plena da função cardíaca dificilmente é alcançada, devido a injúria de 

isquemia/reperfusão (IIR). Neste contexto, a administração de EA em ratos 

Wistar adultos enaltece a susceptibilidade à IIR. Ademais, a administração de 

EA em ratos Wistar, ao longo da adolescência, favorece o desenvolvimento de 

disfunções cardiovasculares persistentes durante a fase adulta. Desta forma, 

objetivou-se, com o presente estudo, analisar os efeitos da sobrecarga crônica 

de propionato de testosterona, ao longo da fase adolescente, na 

susceptibilidade à IIR, em ratos Wistar adultos. Para tanto, foram utilizados 24 

ratos Wistar machos, divididos em dois grupos: EA (Propionato de testosterona 

5 mg kg-1, a partir do 26º dia pós-natal, 5 vezes por semana/ 5 semanas) e  

CTL (veículo). No 82º dia pós-natal, os ratos foram submetidos à eutanásia 

para a coleta órgãos. Os corações isolados foram submetidos à perfusão 

artificial em aparato de Langendorff, e, assim, ao protocolo de 

isquemia/reperfusão. As pressões diastólica final (PDF), sistólica (PS) e 

desenvolvida (PD), do ventrículo esquerdo (VE), e as primeiras derivadas de 

pressão do VE, máxima e mínima (dP/dt máxima e mínima, respectivamente), 

foram mensuradas através de um balão de látex intraventricular, conectado a 

um transdutor de pressão. Através do eletrocardiograma, foi analisada a 

susceptibilidade aos episódios arrítmicos. Ao final do protocolo, as áreas de 

infarto foram demarcadas e a expressão gênica das cadeias pesadas de 

miosina e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, assim como a atividade 

enzimas da família de niconinamída adenina dinucleotídeo fosfato oxidase 

(Nox), no ventrículo esquerdo, foram avaliadas. Em relação ao grupo Controle, 

os corações dos animais tratados com EA apresentaram: Hipertrofia, através 

do aumento na massa (aumento de 33%, P<0,001) e do índice cardíaco 

(aumento de 37%, P<0,001); aumento significativo da área de infarto (aumento 

de 54,76%, P<0,05); Tênue recuperação da PDFVE, assim como da PDVE, 

durante a reperfusão; Inferior recuperação da dP/dt máxima, ao longo da 

reperfusão, a despeito da equivalente recuperação na PSVE; Reduzida dP/dt 

mínima basal e, subsequentemente, redução na recuperação deste parâmetro, 

ao longo da reperfusão; Aumento significativo da expressão gênica da MHCβ 

(P<0,01), condizente o prejuízo no desempenho mecânico; Maior incidência de 

episódios arrítmicos, ao longo da reperfusão (aumento de 100%, P<0,01). Não 

houve diferença em relação às atividades das Nox. Pela primeira vez, foi 

demonstrado que a administração de EA, ao longo da adolescência, provoca 

hipertrofia e reprogramação gênica cardíaca, persistente durante a fase adulta, 

além de aumentar, significativamente, a susceptibilidade à IIR, por meio do 

aumento na área de infarto e piora na recuperação das propriedades 

mecânicas e elétricas cardíacas, em corações isolados de ratos Wistar adultos. 
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ABSTRACT 

According to World Health Organization, ischemia heart diseases are the 

leading cause of death worldwide. Among therapeutic approaches, reperfusion 

is the most effective and indicated is reperfusion. Despite the better post-

infarction prognostic, absolute improvement on cardiac function is hardly 

achieved due to ischemia/reperfusion injury (IRI). Within this context, anabolic 

steroids (AS) administration, in adult Wistar rats, significantly increase IRI 

susceptibility. Moreover, chronic administration of AS, during adolescent phase, 

induces persistent cardiovascular dysfunctions along adulthood.  Therefore, the 

aim of the present study was to analyze the effects of chronic administration of 

supraphysiologic doses of testosterone propionate, during adolescent phase, in 

the susceptibility to ischemia/reperfusion injury, in adult Wistar rats. To perform 

it, 24 Wistar rats were allocated into two groups, AS (Testosterone propionate 5 

mg kg-1, since 26º day postnatal, 5 days per week, during 5 weeks) and Control 

(Vehicle). In the 82º postnatal, rats were euthanized and hearts, livers, lungs, 

kidneys and testicles were collected. Isolated hearts were artificially perfused 

with modified Krebs-Henseleit solution, through Langendorff apparatus, and, 

then, submitted to ex vivo ischemia – reperfusion protocol (20 minutes of 

stabilization, 30 minutes of global ischemia and 60 minutes of reperfusion). The 

left ventricle (LV) end diastolic- LVEDP), systolic- (LVSP) and developed 

pressures (LVDP), as well as first derivatives of pressure, maximum and 

minimum (dP/dt, maximum and minimum, respectively) were measured through 

an intraventricular latex balloon, connected to a pressure transducer. Through 

the electrocardiogram, susceptibility to arrhythmic episodes was analyzed. At 

the end of the protocol, area of infarct was delimited and gene expression of α 

and β myosin heavy chains and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 

as well as the activity of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase 

(Nox) enzymes, were calculated. In comparison to Control group, hearts from 

AS group presented: Hypertrophy, due to an increase in cardiac mass (33%, 

P<0,001) and index (37%, P<0,001); Significantly increase in the area of infarct 

(54,76%, P<0,05); Worst recovery of both LVEDP and LVDP, along reperfusion; 

Less recovery of maximum dP/dt, during reperfusion, despite the equivalent 

LVSP; Reduced basal minimum dP/dt and, subsequently, reduction in the 

recovery of the aforementioned parameter, regarding reperfusion period; 

Enhanced gene expression of MHCβ (%), consistent with the loss of 

mechanical performance; Increased incidence of arrhythmic episodes in the 

reperfusion period (100%, P<0,01). No statistical difference could be seen in 

regard to the Nox activity. For the first time, we demonstrated that AS treatment 

during adolescent phase promotes cardiac hypertrophy and gene 

reprogramming, both persistent during adulthood, besides an increase 

susceptibility to IRI, through in the larger area of infarct and poor recovery of 

cardiac electrical and mechanical proprieties, in isolated hearts of adult Wistar 

rats.   
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DAS DOENÇAS 

CARDIOVASCULARES  

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

aproximadamente metade dos óbitos não comunicáveis, anualmente, se devem 

às doenças cardiovasculares (DCV) (Mackay et al. 2004; Mendis et al. 2011). 

Dentro deste contexto, a hipertrofia ventricular constitui um indicador de grande 

relevância no risco de morbidade e mortalidade cardiovascular. Segundo 

Framingham Heart Study, os indivíduos que apresentam hipertrofia ventricular, 

diagnosticada por alterações eletrocardiográficas, apresentam risco de morte 

cerca de seis vezes maior que a população em geral (Kannel et al. 1983).   

 

 

Figura 1. Mortalidade associadas às doenças não comunicáveis.
1 

 

                                                           
1 As doenças cardiovasculares matam, aproximadamente, 17 milhões de pessoas anualmente, 
superando todos os tipos de câncer. Cerca de 80% destes óbitos foram relatados em países 
subdesenvolvidos. Adaptado de (Mendis et al. 2011) 
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No Brasil, de acordo com dados fornecidos pelo Sistema Único de Saúde 

(SUS), a mortalidade associada às DCV sofreu uma redução de 4,02%  ao 

longo dos últimos 20 anos (Sim 2011). No entanto, apesar deste referido dado 

representar um considerável progresso no aspecto da saúde pública, as DCV 

permanecem como a maior causa mortis e a terceira maior causa de 

internações pelo SUS (Sim 2011).  

Dentre as DCV, o infarto agudo do miocárdio (IAM), o acidente vascular 

cerebral e a doença vascular periférica apresentam as maiores letalidades, 

sendo responsáveis por uma em cada três mortes no mundo. Apesar da 

redução na mortalidade atrelada ao IAM, observada na última década, 

aproximadamente 7,3 milhões de pessoas morrem, anualmente, devido a 

episódios de infarto do miocárdio, consolidando-o, globalmente, como a maior 

causa mortis dentre as doenças comunicáveis (Yeh et al. 2010).   

Consonante com o padrão global, as taxas de mortalidade concernentes 

ao IAM em diversas nações desenvolvidas também estão decrescendo desde a 

década de 60, destacando-se os Estados Unidos, Dinamarca, Bélgica e Japão 

(Mcgovern et al. 1996; Kirchhoff et al. 1999; Cooper et al. 2000; Unal et al. 

2004; Velagaleti et al. 2008; Tu et al. 2009; Takii et al. 2010). Todavia, a 

magnitude tangente ao IAM ainda é preocupante nestas nações. Estima-se que 

as doenças coronarianas sejam responsáveis por uma a cada seis mortes nos 

Estados Unidos, sendo que a cada 44 segundos um cidadão norte americano 

apresentará um episódio de infarto do miocárdio (Go et al. 2014). Além disso, 

projeções computacionais fomentadas pela American Heart Association 

estipulam um aumento de, aproximadamente, 18% na prevalência da doença 

coronariana até 2030, nos Estados Unidos (Go et al. 2014). 

No Brasil, segundo o Ministério da Saúde, cerca de 66 mil vítimas de IAM 

morrem, anualmente, de acordo com a última avaliação ((Sih/Sus) 2014). 

Diante da incidência de, aproximadamente, 400 mil casos anuais, portanto, 

observa-se uma elevada taxa de mortalidade, sendo esta a principal causa 

isolada de mortalidade no país ((Sih/Sus) 2014). Além disso, segundo dados do 

DATASUS, houve um aumento de 45,7% no número de internações por IAM, 

no Brasil, durante o período de 1995 a 2003 ((Sih/Sus) 2014). Neste contexto, 
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estima-se que as doenças isquêmicas do coração conferem ao SUS um gasto 

em torno de R$ 522.286.726 (Teich e Araujo 2011). Porém, levando-se em 

conta os custos para o Sistema Suplementar de Saúde, o custo total destinado 

às doenças coronarianas contabiliza-se em cerca de R$ 3,8 bilhões, no mesmo 

ano (Teich e Araujo 2011). 

 

1.2 INFARTO DO MIOCÁRDIO: DA ISQUEMIA À REPERFUSÃO 

1.2.1 ATEROSCLEROSE E ISQUEMIA CARDÍACA 

 

 Ab origine, o infarto, em qualquer tecido, é, basicamente, a morte celular 

decorrente da redução no suporte de substratos energéticos e oxigênio ao 

órgão, ou parte dele. Frequentemente, o princípio do IAM consiste no bloqueio 

da circulação coronariana, da ruptura da placa aterosclerótica, com formação 

de trombo (Thygesen et al. 2012). Especificamente, mediante a presença de 

fatores de risco, como dislipidemia, alta concentração de moléculas 

vasoconstritoras, ou citocinas pró-inflamatória, é possível observar aumento na 

expressão de moléculas de adesão na parede luminal de alguns vasos 

sanguíneos, como as artérias coronárias (Cybulsky e Gimbrone 1991; 

Demyanets et al. 2011; Schmitt et al. 2014). Deste modo, estas moléculas 

facilitam a adesão de leucócitos derivados da circulação sanguínea, 

geralmente atraídos por fatores quimiotáticos atrelados aos processos iniciais 

da formação da placa aterosclerótica (Park et al. 2013). Após migrarem para a 

íntima dos vasos, os leucócitos secretam moléculas pró-inflamatórias e 

vasoativas no microambiente vascular, como prostanoides e leucotrienos 

(Spanbroek et al. 2003; Wang et al. 2011; Lundberg et al. 2013). 

Como consequência da carga inflamatória provenientes dos leucócitos, 

as células musculares lisas migram da túnica média para a íntima e, não 

obstante, passam pelos processos de hipertrofia e hiperplasia (Wang et al. 

2011; Pi et al. 2013). Subsequentemente, após migrarem, as células 

musculares lisas, juntamente com as células endoteliais e leucócitos, 

promovem a secreção de metaloproteases (Wågsäter et al. 2011; Huang et al. 
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2012; Jiang et al. 2012). Assim sendo, as metaloproteases iniciam uma série 

de alterações no microambiente vascular e cardíaco, como indução de 

apoptose, hipertrofia, hiperplasia e migração celular, remodelamento da matriz 

extracelular vascular e miocárdica (Johnson et al. 2011; Casagrande et al. 

2012).  

Concomitantemente, alguns componentes da matriz extracelular 

favorecem a adesão de lipoproteínas de baixa densidade, que, por sua vez, 

são oxidadas e glicosiladas (Mangat et al. 2012). Assim, as lipoproteínas 

oxidadas prolongam a resposta inflamatória e, não obstante, induzem o 

processo de diferenciação dos macrófagos em células espumosas, através da 

ativação do receptor Toll tipo 4 (Bekkering et al. 2014; Schmitt et al. 2014). Por 

conseguinte, as células espumosas se acumulam na íntima do vaso e, desta 

forma, contribuem para o crescimento da placa aterosclerótica (Zhao et al. 

2012). Uma vez formada, a placa aterosclerótica sofre intenso atrito do fluxo 

sanguíneo e, portanto, fica passível de se romper (Fig.2). 

Após o rompimento da capa fibrosa, inicia-se um processo trombogênico 

através de, principalmente, duas vias. Inicialmente, o contato das plaquetas 

com o colágeno, presente na placa aterosclerótica, é capaz de provocar 

ativação plaquetária (Ungerer et al. 2011). Além disso, o fator tecidual 

secretado por leucócitos contribui para o preâmbulo do processo de 

coagulação sanguínea (Toschi et al. 1997). Em face destes eventos, as 

plaquetas, portanto, convertem o fibrinogênio em fibrina, além de secretarem o 

fator von Willeebrand, favorecendo a agregação plaquetária na rede de fibrina 

(Cosemans et al. 2011; Kuijpers et al. 2014). Adicionalmente às etapas 

anteriores, a secreção do inibidor do ativador de plasminogênio no 

microambiente arteriosclerótico anula o desdobramento da resposta fibrinolítica 

(Eitzman et al. 2000).  

 Isto posto, em face dos eventos supracitados, o referido trombo sofre o 

processo de fragmentação e, ulteriormente, embolização e, assim, bloqueia a 

microcirculação coronariana. Em decorrência do bloqueio no fluxo sanguíneo, o 

suporte de oxigênio, assim como de combustíveis metabólicos é intensamente 

atenuado no miocárdio consecutivo à trombose, configurando o quadro de 
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isquemia miocárdica. Com o passar do tempo, a falta de nutrientes e oxigênio, 

assim como a redução na depuração de produtos derivados do metabolismo 

celular, conduz, através da injúria de isquemia, à morte de cardiomiócitos e, 

portanto, ao infarto do miocárdio (Thygesen et al. 2012).  

 

Figura 2 Ruptura da capa fibrosa inerente à placa aterosclerótica.2 

 

1.2.2 INJÚRIA DE ISQUEMIA 

1.2.2.1 METABOLISMO ENERGÉTICO: INABILIDADE EM GERAR E USAR 

ENERGIA 

 

 O coração de mamíferos é um órgão que desempenha, principalmente, 

metabolismo aeróbio para suprir a síntese de fosfatos de alta energia, como o 

                                                           
2 É possível observar a formação de um “inflamassoma”, rico em lipídeos, envolto por uma fina 

capa fibrosa e que, mediante a pressão exercida pela corrente sanguínea, pode romper a 
qualquer momento. Adaptado de (Ross 1999). 
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trifosfato de adenosina (ATP). Em sua essência, a síntese de ATP, em 

cardiomiócitos, depende, primordialmente, da concentração intracelular de 

acetil-coenzima A, oriunda, sobretudo, da β-oxidação de ácidos graxos e, em 

segundo plano, da glicólise, sendo a acetil-coenzima A metabolizada através 

do ciclo de Krebs. Portanto, é correto constatar que geração de energia no 

cardiomiócito se sujeita, basicamente, a oferta de ácidos graxos, glicose e 

oxigênio, para a manutenção do metabolismo aeróbio {Bishop, 2014 #304}. 

Sob este aspecto, o coração é um órgão de alta exigência metabólica, o 

que é ilustrado pela elevada extração de oxigênio do sangue, durante o 

repouso. Assim, tanto o fluxo sanguíneo coronariano, quanto a pressão parcial 

deste gás na circulação coronariana deve ser proporcional à demanda 

energética dos cardiomiócitos, de modo que a oferta seja suficiente para suprir 

a demanda metabólica. Precisamente, presume-se que o fluxo sanguíneo 

coronariano, no adulto saudável é, aproximadamente, 0,61 – 0,75 mL.min-1.g-1 

{Fujiwara, 2001 #305}. Nesta condição, estima-se que o consumo basal de 

oxigênio varia em torno de 88 µL·min-1·g-1, o que representa cerca de 75% do 

contingente de oxigênio que atinge o órgão (Walsh et al. 1989; Porenta et al. 

1999).  

Em contraste, a oclusão da artéria coronária descendente esquerda 

provoca redução de 71 – 81% do fluxo sanguíneo, em modelos experimentais 

com cães (Bishop et al. 1976; Heyndrickx et al. 1978; Khuri et al. 1985; Porenta 

et al. 1999; Cave et al. 2000). Além disso, durante o período de isquemia global 

em modelo de coração isolado em aparato de Langendorff, o nível tecidual de 

oxigênio é reduzido à cerca de 5,8 % do valor pré-isquemia, em camundongos 

adultos (Xu et al. 2008).  

Inevitavelmente, a redução do nível tecidual de oxigênio, assim como a 

própria falta de combustíveis metabólicos provoca um desequilíbrio metabólico 

nos cardiomiócitos. Este desequilíbrio se caracteriza pela redução na 

biossíntese de fosfatos de alta energia e inabilidade na sua utilização. Dentre 

estas moléculas destaca-se o ATP, cuja síntese, in vivo, pode decair para, 

aproximadamente, 9% do nível basal, em modelos experimentais de infarto do 

miocárdio in vivo, mediante ligadura da artéria circunflexa (Opie et al. 1975; 
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Reimer et al. 1981; Prabhakar et al. 2003; Moens et al. 2008). De maneira 

similar, em modelos ex vivo no aparato de Langendorff, a biossíntese de ATP 

se reduz a valores na faixa de 20 – 51% do valor pré-isquêmico, em ratos 

Wistar, dependendo do tempo de isquemia (Cave et al. 2000; Imahashi et al. 

2004). 

Além da inabilidade em sintetizar ATP, decorrente da desaceleração no 

metabolismo aeróbio, a biodisponibilidade de fosfocreatina também é reduzida. 

Dados observados em modelos experimentais de infarto do miocárdio, in vivo, 

sugerem que a biodisponibilidade de fosfocreatina pode decrescer, 

aproximadamente, 80-50% mediante oclusão da artéria coronária descendente 

anterior esquerda, em primatas, cães e ratos Wistar (Opie et al. 1975);(Guth et 

al. 1987; Prabhakar et al. 2003). À vista disso, o fornecimento de energia para 

estruturas intracelulares, principalmente às proteínas sarcoméricas e 

sarcolemares, é comprometido. Como corolário natural deste processo, as 

propriedades mecânicas e eletrofisiológicas dos cardiomiócitos são, 

amplamente, prejudicadas.  

 

1.2.2.2 ACIDIFICAÇÃO DO  pH INTRACELULAR, DISTÚRBIOS NA 

CINÉTICA DO CÁLCIO E MORTE CELULAR 

 

 Com a premissa de manter os níveis de ATP e fosfocreatina dentro da 

faixa fisiologicamente aceitável, o metabolismo cardiomiocitário desvia-se, 

quase exclusivamente, para a glicólise. Em face dos níveis módicos de 

oxigênio, a inabilidade da cadeia de fosforilação oxidativa em utilizar NADH, 

decorrente da redução dos complexos citocromáticos, provoca o acúmulo desta 

molécula no sarcoplasma, o que favorece a redução do piruvato em ácido 

láctico (Opie et al. 1975). Consequentemente, a elevação do nível intracelular 

de lactato reduz, sobremodo, o pH no meio intracelular (Imahashi et al. 2004). 

Por sua vez, a acidificação do meio intracelular promove efeito inibitório sobre a 

própria glicólise e, assim, contribui para a redução da síntese de fosfatos de 

alta energia (Imahashi et al. 2007) Além disso, o pH ácido também favorece a 
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dessensibilização da troponina C ao cálcio, o que reduz a reserva inotrópica e, 

assim, favorece a ocorrência de assitolia (Parsons et al. 1997).  

 Em virtude da acidificação do meio intracelular, a extrusão de prótons 

para o meio extracelular, promovida pelo trocador Na+/H+ (NHE), é, 

significativamente, estimulada (Klein et al. 2000; Yoshida e Karmazyn 2000; 

Kusumoto et al. 2001). Consequentemente, o influxo de sódio, por esta mesma 

via, também é elevado de forma relevante. Diante destas alterações 

eletroquímicas, a enzima Na+/K+ ATPase desempenha um papel chave no 

reestabelecimento do gradiente iônico, ao transportar 3 íons sódio para o meio 

extracelular e 2 íons potássio para o meio intracelular, mediante o gasto de 

ATP. Todavia, a redução do nível intracelular de ATP impede o funcionamento 

adequado desta enzima (Fuller et al. 2003). Deste modo, o trocador Na+/Ca2+ 

(NCX) assume o papel de principal transportador de sódio para o meio 

extracelular, em troca da intrusão de íons cálcio. Em decorrência dos eventos 

supracitados, a concentração intracelular de cálcio eleva-se suntuosamente 

(Wei et al. 2007).   

Não obstante, o referido aumento prévio na concentração 

sarcoplasmática de sódio, pelo NHE, favorece a passagem deste íon para 

cardiomiócitos circunvizinhos, através das junções gap e, assim, propaga a 

elevação na concentração de cálcio, promovida pelo NCX (Ruiz-Meana et al. 

1999). Ademais, a redução da atividade desempenhada pela ATPase de cálcio 

do retículo sarcoplasmático (SERCA2a), devido ao déficit de ATP, também 

contribui para a sobrecarga sarcoplásmica de cálcio, presente na isquemia 

cardíaca (Krause e Hess 1984; French et al. 2006; Xin et al. 2011). Por 

conseguinte, o miocárdio é conduzido ao estado de contratura isquêmica. 

Somado à sobrecarga de cálcio, as pontes cruzadas acto-miosínicas não 

se desfazem, em face da depleção de ATP, o que, por sua vez, corrobora a 

indução da contratura miocárdica e ruptura das fibras musculares (Lowe et al. 

1979; Swartz et al. 1999; Dudnakova et al. 2003). A contratura miocárdica, per 

se, reduz a complacência ventricular, ao passo que a pressão diastólica final do 

ventrículo esquerdo eleva-se significativamente. Consequentemente, o 

enchimento ventricular é diretamente prejudicado e, assim, o débito sistólico e 
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o débito cardíaco são dramaticamente reduzidos, elevando o risco de choque 

cardiogênico.  

Além disso, a ativação de proteases dependentes do cálcio, como a 

calpaína, fragiliza a estrutura celular, através da degradação de proteínas 

intracelulares, especialmente as proteínas do citoesqueleto (Khalil et al. 2005). 

Simultaneamente, o cálcio também ativa cascatas de sinalização pró-

apoptóticas (Chen et al. 2005). Todavia, todos os eventos supracitados, 

dependentes da sobrecarga de cálcio, procedem lentamente, uma vez que o 

pH ácido os retarda, e até mesmo os inibe (Cohen et al. 2007).  

Não obstante em provocar a contratura miocárdica, o desequilíbrio iônico 

também desestabiliza o equilíbrio osmótico entre os meios intra e extracelular. 

Desta maneira, o volume celular eleva-se, significativamente, e, junto à 

fragilização do citoesqueleto promovida pela hiperativação da calpaína e pela 

contratura, favorece a ruptura do sarcolema e morte celular. A ruptura 

sarcolemar promove a liberação de diversas substâncias pró-inflamatórias, 

proteolíticas e quimiotáticas na matriz extracelular (Deten et al. 2002; 

Hayashidani et al. 2003; Tao et al. 2004). Subsequentemente, sucede-se a 

resposta inflamatória através da infiltração de neutrófilos e macrófagos, além 

da degradação proteolítica do meio intersticial, configurando o processo de 

necrose de coagulação (Tao et al. 2004; Sosnovik et al. 2007).  
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Figura 3. Trocas iônicas durante a isquemia em cardiomiócitos.3 

 

1.2.3 INJÚRIA DE REPERFUSÃO 

 

Com base nos eventos descritos anteriormente, é natural enaltecer a 

conjectura de que o reestabelecimento do fluxo sanguíneo seja benéfico à 

higidez do paciente. De fato, a reperfusão consiste na abordagem terapêutica 

mais eficaz quando há viabilidade miocárdica. Assim sendo, métodos de 

reperfusão vêm sendo amplamente recomendados pelas diretrizes da 

American Heart Association, European Society of Cardiology e Sociedade 

Brasileira de Cardiologia, através da intervenção coronariana percutânea, 

anticoagulantes e/ou fibrinolíticos (Barron et al. 1998; Steg et al. 2012; O'gara 

et al. 2013). Tanto em nível clínico quanto experimental, a reperfusão é capaz 

de reduzir a área de infarto em até 40%, além de melhorar o desempenho 

ventricular, em relação às propriedades elétricas e mecânicas, e reduzir a 

mortalidade pós-infarto (Fig.4) (Ginks et al. 1972; Chan et al. 2009). No 

entanto, quanto mais tardia for a intervenção hospitalar, menor é a eficácia da 

reperfusão (Reimer et al. 1981; O'gara et al. 2013). 

                                                           
3 1) Extrusão de H+ devido à redução do pH; 2) Desativação da bomba de sódio / potássio e 

das bombas de cálcio devido à perda de ATP; 3) Redução da extrusão de cálcio por conta do 
acúmulo de sódio no meio intracelular. Adaptado de Sanada 2011. 
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A despeito dos seus benefícios, a reperfusão, per se, é capaz de 

provocar alterações adversas ao microambiente cardíaco e, portanto, como 

fora referido por Braunwald & Kloner, é uma espada de dois gumes (Braunwald 

e Kloner 1982). A primeira ideia a respeito do contraponto negativo da 

reperfusão miocárdica remonta à década de 70, com Jennings e colaboradores 

(Reimer et al. 1977). Foi observado que, mediante a reperfusão, os 

cardiomiócitos assumem um aspecto túrgido, ilustrado pela ruptura do 

arcabouço celular, contração das bandas sarcoméricas e grânulos 

intramitocondriais de fosfato de cálcio (Reimer et al. 1977). Assim, sugere-se 

que a reperfusão acelera o desenvolvimento de necrose em cardiomiócitos. 

Consonante com este aspecto, cerca de 10% dos indivíduos que sofrem de 

IAM morrem durante os procedimentos de hospitalização e 25% desenvolvem 

insuficiência cardíaca, apesar dos procedimentos de reperfusão (Rezkalla et al. 

2010).  

 

 

Figura 4 Contribuição da injúria de reperfusão na área de infarto final. 4 

                                                           
4 A reperfusão é uma abordagem terapêutica essencial para melhorar o prognóstico pós-infarto, 

contudo, a injúria provocada pela reperfusão, per se, é responsável por, aproximadamente, 
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A priori, o reestabelecimento abrupto do pH do meio extracelular gera 

um gradiente transmembranar extremo em relação à concentração de íons H+ 

(Cohen et al. 2007). Por conseguinte, assim como na isquemia, o NHE 

transporta prótons para o meio extracelular, enquanto íons sódio são 

conduzidos para o meio intracelular intensamente (Fig. 5). Sincronicamente, o 

NCX favorece a extrusão íons sódio, em troca de íons cálcio, sustentando, 

novamente, o estabelecimento da sobrecarga sarcoplásmica de cálcio. Em 

suma, durante o desenvolvimento da injúria de isquemia/reperfusão, é possível 

observar dois picos na concentração de cálcio ocorrendo, primeiramente, após 

15 minutos do início da isquemia e nos primeiros minutos da fase de 

reperfusão. 

 

 

Figura 5 Trocas iônicas durante a reperfusão cardíaca, em cardiomiócitos.5 

 

De fato, os efeitos mencionados anteriormente são semelhantes aos 

decorrentes ao longo do período de isquemia. Todavia, a célere normalização 

                                                                                                                                                                          
15% da morte de cardiomiócitos decorrentes do processo de isquemia – reperfusão 
miocárdica. Adaptado de (Yellon e Hausenloy 2007). 
5 1) Aumento robusto na cinética do NHE, devido à abrupta reestabilização do pH extracelular; 

2) Por sua vez, isto conduz à elevação, também robusto, na atividade no modo “reverso” do 
NCX; 3) Extrusão de cálcio para o meio extracelular e para o retículo sarcoplasmático é 
reestabilizada. Adaptado de (Sanada et al. 2011). 
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do pH intracelular resulta na desinibição de diversos eventos fisiopatológicos 

iniciados pelo cálcio (Fig.5) (Altschuld et al. 1981). Primeiramente, a 

sensibilidade da troponina C ao cálcio é restabelecida, o que suscita, de 

maneira abrupta e intensa, a elevação da pressão diastólica ventricular. 

Igualmente, a atividade proteolítica engendrada pela calpaína é, novamente, 

estimulada intensamente, porém, sem a atenuação exercida pelo pH ácido 

desta vez.  

No intuito de atenuar a sobrecarga de cálcio, a mitocôndria passa a 

atuar como um tampão, através da intrusão deste íon via transportador uniporte 

(Zhang et al. 2006). No entanto, o cálcio, no ambiente mitocondrial, favorece a 

ativação de proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2, como Bax e Bak, o que 

permite a formação e estabilização do poro de transição mitocondrial (PTM), 

(Misao et al. 1996; Narita et al. 1998; Davidson et al. 2011). Dentre os 

principais resultados da formação do PTM, destacam-se a perda de potencial 

da membrana interna mitocondrial, a tumefação e eventual ruptura desta 

organela. Além disso, há liberação de citocromo c, fator indutor de apoptose e 

proteína Smac, ambos capazes de ativar a via pró-apoptótica intrínseca, 

através do recrutamento das caspases (Borutaite et al. 2003; Loor et al. 2011; 

Guo et al. 2012). Em contrapartida, durante a isquemia, o pH ácido inibe a 

abertura do PTM, o que atenua as etapas mencionadas acima (Fig. 3). Além 

disso, em face da injúria mitocondrial, ocorre um aumento crítico na 

biodisponibilidade de espécies reativas de oxigênio, caracterizando o chamado 

“estresse oxidativo”.  

 

1.2.4 ESTRESSE OXIDATIVO: CAUSAS E CONSEQUÊNCIAS 

  

Essencialmente, o estresse oxidativo consiste em um quadro complexo 

no status redox da célula, caracterizado pela biodisponibilidade suprafisiológica 

de espécies reativas de oxigênio (ROS), em consequência do aumento na sua 

produção e/ou pela redução na sua depuração. O grupo de ROS inclui radicais 

livres, como o ânion superóxido (O2
-) e radical hidroxila, assim como 
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compostos como o peróxido de hidrogênio (H2O2), capazes de serem 

convertidos em radicais livres.  

O O2
- é sintetizado no meio intracelular, através da ativação das enzimas 

das famílias das Nox/Duox e xantina oxidase, pelo desacoplamento da enzima 

óxido nítrico sintase e pelo vazamento mitocondrial deste radical livre, 

naturalmente produzido na cadeia de fosforilação oxidativa, especificamente 

pelo complexo III (Loschen et al. 1974; Nakagami et al. 2003; Zhao et al. 2003; 

Forteza et al. 2005; Satoh et al. 2005). Já o H2O2, oriundo da redução do ânion 

superóxido, pode gerar o altamente reativo radical hidroxila na presença de 

ferro, através da reação de Fenton (Doroshow e Davies 1986).  

Em contraponto aos mecanismos supracitados, as células dispõem de 

artifícios antioxidantes, enzimáticos e não enzimáticos. Dentre os mecanismos 

enzimáticos, destaca-se a ação catalítica da superóxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). Especificamente, a SOD catalisa 

o acréscimo de dois átomos de hidrogênio ao do O2
-, dando origem ao H2O2, 

como fora descrito anteriormente (Kettle et al. 1994). Subsequentemente, o 

H2O2 é convertido em água e oxigênio, tanto pela CAT, quanto pela GPx, 

encerrando-se a cascata de ROS (Nagababu et al. 2003).  

  

 

Figura 6 Ação das enzimas antioxidantes.6 

 

                                                           
6 Adaptado de (Raedschelders et al. 2012). 
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O papel fisiológico das ROS ainda é alvo de grande debate, sendo estas 

moléculas apontadas, por exemplo, como um dos mecanismos responsáveis 

pela sinalização metabólica mitocondrial, através da modulação na cinética do 

canal para potássio sensível ao ATP (Aon et al. 2003). A despeito da sua 

suposta importância fisiológica, estas moléculas tem sido reconhecidas pelo 

papel crítico no desdobramento da injúria de isquemia e, principalmente, na 

injúria de reperfusão (Fig.4). 

Durante a isquemia, embora o nível tecidual de oxigênio seja 

significativamente reduzido, a afirmação de que não há formação de ROS é 

extremamente precipitada. A princípio, o nível de oxigênio durante este período 

não é nulo, frequentemente se mantendo entorno de 3-5 Torr (Xu et al. 2008). 

Deste modo, a produção de ROS, em níveis subletais, é passível de ocorrer. 

Condizente com esta ponderação, a anulação do oxigênio residual, durante a 

isquemia, favorece a sobrevivência de cardiomiócitos e melhora a recuperação 

das propriedades contráteis após a reperfusão in vitro (Hoek et al. 1997).   

Dentre os mecanismos fisiopatológicos engendrados pelas ROS geradas 

na isquemia, destaca-se a peroxidação da cardiolipina, um lipídio presente na 

membrana mitocondrial, responsável pela estabilização do complexo IV da 

cadeia de fosforilação oxidativa, também conhecido como citocromo oxidase 

(Nicolay e De Kruijff 1987; Paradies et al. 2000). Deste modo, com a citocromo 

oxidase inibida, o citocromo c se mantém na forma reduzida, assim como os 

demais componentes da cadeia de fosforilação oxidativa precedentes 

(Paradies et al. 2000). Por conseguinte, este desequilíbrio favorece a redução 

do O2 em O2
- pelo complexo III (Loschen et al. 1974).  

Como mecanismo de defesa na condição de estresse oxidativo 

mitocondrial, a mitocôndria dispõe da atividade antioxidante do citocromo c e a 

da SOD (Kettle et al. 1994; Zhao et al. 2003). Todavia, como fora mencionado 

anteriormente, o citocromo c, durante a isquemia, encontra-se prevalentemente 

em estado reduzido. Em contrapartida, parte do ânion superóxido produzido 

nesta condição é reduzido em H2O2 (Zhao et al. 2003). Portanto, fica 

caracterizado um ciclo, no qual o O2
- provoca o aumento da sua própria 

síntese, ainda que de maneira modesta.  
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Por outro lado, devido ao abrupto reestabelecimento do fluxo sanguíneo, 

na reperfusão, a oferta de oxigênio tecidual aumenta abruptamente e, em face 

do prevalente estado reduzido da cadeia de fosforilação oxidativa, a produção 

de O2
- e H2O2 aumenta. (Loor et al. 2011). Diante deste incremento excessivo 

na síntese de ROS, a maquinaria enzimática antioxidante não é capaz de 

reverter o quadro de estresse oxidativo celular. Consequentemente, as ROS 

colaboram para a abertura do PTM, e também alcançam o sarcoplasma, 

através do canal aniônico dependente de voltagem, para então oxidarem 

diversas estruturas intracelulares, como o DNA e os lipídeos sarcolemares, 

com danos irreversíveis (Davidson et al. 2011; Loor et al. 2011; Martindale e 

Metzger 2014).  

 

 

Figura 7 Mecanismos de morte celular atrelados à injúria de isquemia/reperfusão.7 

 

                                                           
7Mito Ca, cálcio mitocondrial; MPT, poro de transição mitocondrial; Cyto c, citocromo c; Ca, cálcio; Na, 

sódio; ROS, espécies reativas de oxigênio; Adaptado de Murphy & Steenbergen 2008 
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1.3 FATORES DE RISCO 

 

A princípio, diversos fatores são capazes de interagir com as etapas da 

injúria de isquemia/reperfusão, o que indubitavelmente repercute na higidez do 

paciente pós-IAM. Envelhecimento, sedentarismo, predisposição genética, 

obesidade, hipertensão e diabetes mellitus são clássicos fatores capazes de 

aumentar a susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão e, assim, de 

agravar o infarto do miocárdio {Ferdinandy, 2007 #306}. Não obstante, o 

consumo desmedido de diversas substâncias tóxicas também é capaz de 

promover o mesmo efeito, destacando-se mercúrio, tabaco, etanol, cocaína e 

os esteroides anabólicos.  

 

1.3.1 ASPECTOS FISIOLÓGICOS DOS ESTEROIDES ANABÓLICOS 

 

Esteroides anabólicos são hormônios lipofílicos derivados do 

grupamento químico ciclopentanoperidrofenantreno do colesterol (Azhar e 

Menon 1981; Kubli-Garfias 1998). Nos homens, o esteroide anabólico 

predominante é a testosterona, sintetizada pelas células de Leydig testiculares 

(Payne et al. 1980). Por outro lado, nas mulheres, o hormônio di-

hidroepiandrosterona, um andrógeno menos potente secretado pelas adrenais 

em resposta ao hormônio adrenocorticotrófico, é predominante, embora seja 

convertido em testosterona nos tecidos alvo (Morales et al. 1994; Endoh et al. 

1996). Assim sendo, a testosterona pode ser convertida tanto em estradiol 

quanto em diidrotestosterona (DHT), pelas enzimas aromatase e 5α-redutase, 

respectivamente (Simpson e Davis 2001). Tanto a testosterona quanto o seu 

metabólito DHT podem se ligar de maneira proeminente ao receptor de 

andrógenos, porém, a DHT apresenta maior afinidade e potência (Grino et al. 

1989).  

A maior parte da testosterona sérica é carreada pela albumina e, 

primordialmente, pela globulina transportadora de hormônios sexuais. Por outro 

lado, menos de 1% da testosterona circulante encontra-se na forma livre 

(Vermeulen et al. 1999). À vista disso, a testosterona sérica é rapidamente 
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convertida em substâncias menos potentes, e até mesmo inativas, pelos 

microssomos hepáticos, com a velocidade máxima de 5,4 nmol.min-1/mg de 

proteína (Patki et al. 2003). 

 Classicamente, os efeitos dos andrógenos são atribuídos aos seus 

receptores nucleares, cuja família também é composta pelos receptores para 

estrogênio, glicocorticoides, mineralocorticoides, progesterona, hormônios 

tireoidianos e ácido retinóico. Morfofuncionalmente, os receptores nucleares 

para andrógenos apresentam 4 domínios distintos: domínio de ligação ao 

ligante (DLL) que apresenta uma estrutura canônica entre os receptores 

nucleares,  domínio de transativação amino-terminal, domínio de ligação para 

ácido desoxirribonucleico e a região da dobradiça (Jenster et al. 1995; Shaffer 

et al. 2004). Assim, quando o agonista acopla-se ao DLL, a ligação entre o 

receptor de andrógeno e as proteínas chaperonas que o mantém quiescente, 

como a proteína de choque térmico 90, se desfaz e ocorre dimerização do 

receptor (Kuil et al. 1995). Assim, o receptor é conduzido ao material genético 

da célula através de miofilamentos do citoesqueleto e, então, torna-se apto a 

promover sua atividade de transcrição através dos elementos responsivos aos 

andrógenos.  

 Recentemente, diversos estudos têm ressaltado o papel dos efeitos 

classificados como não genômicos. Esta classificação se baseia em critérios 

pré-estabelecidos, referentes à velocidade de alcance do efeito e a ausência de 

deslocamento do receptor ao núcleo. Deste modo, demonstrou-se que este 

receptor é capaz de ativar cascatas enzimáticas que culminam no recrutamento 

de fatores de transcrição, localizados preferencialmente em domínios 

citosólicos sub-membranares ricos em caveolina (Guo et al. 2002; 

Papakonstanti et al. 2003; Chignalia et al. 2012), assim como alterar a cinética 

de canais iônicos, como para o cálcio, potássio e sódio, de acordo com o 

fenótipo celular em questão (Ferrari et al. 1995; Gorczynska e Handelsman 

1995; Ding e Stallone 2001; Vicencio et al. 2006)  

 As funções endócrinas atribuídas aos andrógenos começaram a ser, 

genuinamente, desenredados após observações de animais submetidos à 

orquiectomia e transplantes testiculares por John Hunter e, posteriormente, 
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Arnold Adolph Berthold (Dotson e Brown 2007b). Assim sendo, os efeitos 

destes hormônios foram classificados em androgênicos e anabólicos. Dentre os 

efeitos androgênicos, destaca-se o estabelecimento das características sexuais 

primárias e secundárias. Por outro lado, os efeitos anabólicos remetem, 

fundamentalmente, ao maior desenvolvimento de tecidos musculoesqueléticos. 

Notavelmente, o transplante testicular de doadores humanos e animais para 

pacientes com disfunção gonadal foi consolidado na medicina entre o final do 

século 19 e início do século 20 (Stanley 1920). Esta prática foi substituída 

somente após o isolamento molecular da testosterona e síntese dos seus 

derivados sintéticos, o que permitiu sua utilização terapêutica. 

Neste contexto, é imprescindível ressaltar que o primeiro relato científico 

sobre os efeitos da administração de extratos testiculares em humanos veio à 

tona no final do século 19, através de estudos relatados à Sociedade de 

Biologia de Paris pelo fisiologista francês Charles Édouard Brown-Séquard 

(Brown-Séquard 1893). Embora outros cientistas não tenham sido capazes de 

reproduzir estes resultados por conta de divergências metodológicas, as 

observações de Brown-Séquard robusteceram as pesquisas na área da 

endocrinologia experimental e seus frutos viriam nos anos seguintes. 

Por sua vez, a confecção dos derivados sintéticos da testosterona só foi 

possível após os estudos conduzidos no exórdio do século XX por Adolf 

Butenandt, Leopold Ruzicka e Ernest Laqueur que, no caso dos dois primeiros, 

foram laureados com o prêmio Nobel de Química em 1939 (Dotson e Brown 

2007a). Desde então, diversas alterações químicas vêm sendo promovidas à 

molécula da testosterona para que os efeitos anabólicos sobressaiam sobre os 

efeitos androgênicos. 

 

1.3.2 CONSUMO ILÍCITO DE ESTEROIDES ANABÓLICOS 

 

A aplicação dos derivados sintéticos da testosterona na medicina é 

consentida para o tratamento de doenças caracterizadas pelo déficit de 

testosterona, como hipogonadismo (Han e Bouloux 2010). Ademais, estes 
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fármacos também são indicados, frequentemente, para reverter o quadro de 

sarcopenia e, muitas vezes, caquexia, inerente às doenças crônicas 

debilitantes, como a síndrome da imunodeficiência adquirida e o câncer 

(Mulligan et al. 2005; Storer et al. 2005).  

A despeito dos benefícios terapêuticos, o consumo de esteroides 

anabólicos passou a ser difundido entre atletas amadores e profissionais, no 

intuito de aprimorarem o desempenho e o aspecto físico.  Os protocolos de 

utilização adotados por estes indivíduos variam bastante, sendo 

frequentemente caracterizados por regimes posológicos abusivos (Huie 1994; 

Maravelias et al. 2005; Pagonis et al. 2006; Parkinson e Evans 2006) . 

No Brasil, a prevalência do consumo de esteroides anabolizantes entre 

outras drogas de utilização ilícita atinge 0,9% (Carlini 2007). Por conseguinte, é 

possível observar aumento de, aproximadamente, 30% no montante de 

indivíduos que relataram consumo de EA, em estudo precedente (Carlini et al. 

2002). Além disso, é importante salientar que o consumo de anabolizantes 

supera o consumo de outras drogas ilícitas mais conhecidas dentro do âmbito 

da saúde pública, como o crack, heroína e merla (Carlini 2007). 

Não obstante, diversos estudos conduzidos nas últimas décadas 

mostram uma preocupante prevalência de consumo de esteroides anabólicos 

entre adolescentes, em diversas nações (Durant et al. 1993; Nilsson 1995; 

Scott et al. 1996; Nilsson et al. 2001). De acordo com o National Institute of 

Drug Abuse, o consumo de esteroides anabolizantes, entre estudantes do 

ensino fundamental e médio, pode atingir cerca de 2,5%, estando, portanto, 

próximo dos números referentes ao consumo de cocaína e crack (Johnston et 

al. 2010).  

No Brasil, o consumo de EA somente entre adolescentes supera em 

cerca de 55% a prevalência do consumo na população em geral. 

Aproximadamente 1,4% dos 50.890 estudantes dos ensinos fundamental e 

médio entrevistados relataram o consumo de EA (Carlini 2011). Assim, foi 

possível constatar aumento de 40% na quantidade de jovens que relataram o 

consumo de EA, em comparação com estudos precedentes (Carlini 2005). 

Neste contexto, o percentual supracitado supera os números associados ao 



 
 

21 
 

consumo de outras drogas mais enfatizadas no contexto de saúde pública, 

como crack (0,6%), analgésicos opiáceos (0,6%), ópio/heroína (0,3%), LSD 

(1,0%) e ecstasy (1,3%) (Carlini 2011). Em relação à duração do tratamento, a 

maior parte (35,71%) utilizou EA durante 12 a 90 dias, enquanto 12,86 % 

atingiram um ano de tratamento (Carlini 2007).  

 

 

1.3.3 ASPECTOS FISIOPATOLÓGICOS DOS EA SOBRE AS DCV 

 

Fundamentalmente, os hormônios sexuais masculinos promovem 

diversas alterações no modus operandi do sistema cardiovascular, direta e 

indiretamente. Este paradigma, per se, confere diferenças no desenvolvimento 

de cardiopatias entre homens e mulheres. Assim, concernente ao infarto do 

miocárdio, é possível observar que homens desenvolvem IAM cerca de 10 

anos mais cedo do que as mulheres (Go et al. 2013; Mozaffarian et al. 2015). 

Ademais, a mortalidade entre homens é superior à mortalidade entre mulheres 

(Fig. 8), embora a sobrevida pós-infarto seja superior entre pacientes do sexo 

masculino (Mendis et al. 2011; Mozaffarian et al. 2015). 
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Figura 8 Dimorfismo sexual atrelado à mortalidade atrelada às doenças cardiovasculares.8 

 

Experimentalmente, diversos estudos mostram que corações de 

roedores do gênero masculino são menos resilientes frente ao episódio 

isquêmico, em relação às fêmeas. Esta condição é ilustrada pela menor 

recuperação das velocidades de contração e relaxamento do VE em machos, 

ao final da reperfusão cardíaca, em modelos de isquemia - reperfusão ex vivo 

(Huang et al. 2010; Bell et al. 2011). Da mesma forma, a incidência de 

episódios arrítmicos e a extensão da área de infarto também são, 

significativamente, superiores nos corações de roedores machos (Brown et al. 

2005; Lagranha et al. 2010; Bell et al. 2011). 

A princípio, muitos autores justificam que a menor letalidade relacionada 

ao IAM, no sexo feminino, está associada ao efeito cardioprotetor do 

estrogênio. Todavia, tanto a orquiectomia, quanto o bloqueio dos receptores 

para andrógenos potencializam a recuperação da pressão desenvolvida pelo 

VE, a pressão diastólica final do VE e as velocidades de contração e 

relaxamento do VE, ao longo da reperfusão cardíaca, em corações isolados 

(Wang et al. 2005; Huang et al. 2010). 

                                                           
8 Estatisticamente, homens (direita) morrem mais por conta de infarto do miocárdio do que 

mulheres (esquerda), sendo possível destacar fatores fisiológicos, sociais e culturais 
interagindo para justificar esta observação. Adaptado de (Mendis et al. 2011). 
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Corroborando os dados em corações isolados, a orquiectomia também 

se correlaciona com a manutenção da pressão arterial, da frequência e do 

ritmo cardíaco, in vivo, após ligadura da artéria coronária esquerda em ratos 

Wistar machos (Pavón et al. 2012). Além disso, a desorganização das fibras 

cardíacas provocada pela injúria de isquemia/ reperfusão é significativamente 

maior em machos falso-operados para orquiectomia (Pavón et al. 2012). 

   Tendo em vista que a testosterona, em nível fisiológico, inflige riscos 

consideráveis em face do infarto do miocárdio, e que o consumo de esteroides 

anabolizantes é relevante no Brasil e em outras nações, é fundamental erguer 

a discussão em torno dos efeitos da sobrecarga destes fármacos sobre o 

sistema cardiovascular. Deste modo, é importante salientar a alta ocorrência de 

disfunções cardiovasculares associadas ao consumo ilícito de EA, como infarto 

do miocárdio, hipertrofia cardíaca e morte súbita (Kennedy e Lawrence 1993; 

Ahlgrim e Guglin 2009; Luijkx et al. 2013).  

Estudos demonstram que consumidores de EA amiúde apresentam 

hipertrofia cardíaca marcada por aumento da espessura da parede posterior do 

VE e do septo interventricular, o que caracteriza a elevada massa do VE 

(Urhausen et al. 1989; Sachtleben et al. 1993). De fato, em roedores e cães, é 

possível observar significativo aumento do peso cardíaco e do índice cardíaco, 

após administração crônica de EA. Não obstante, a microestrutura miocárdica é 

marcada por hipertrofia dos cardiomiócitos e elevada deposição de colágeno 

(Takala et al. 1991; Rocha et al. 2007; Franquni et al. 2013). Portanto, estas 

alterações ilustram o fenótipo cardíaco marcado por fibrose focal e 

generalizada, sendo isto, de fato, uma característica comum no remodelamento 

cardíaco em consumidores de EA (Kennedy e Lawrence 1993). Parte deste 

remodelamento pode ser associada à eventual sobrecarga hemodinâmica 

observada em usuários de EA (Alves et al. 2010), no entanto, não existem 

dados conclusivos quanto aos mecanismos pró-hipertróficos associados a 

estes fármacos. 

Além disso, a microscopia eletrônica dos cardiomiócitos de roedores 

tratados cronicamente com EA revela lesões mitocondriais e sarcoméricas no 

miocárdio (Appell et al. 1983), o que sugere alterações nocivas no metabolismo 
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energético cardiomiocitário, assim como na sua capacidade contrátil. 

Outrossim, Tagarakis e colaboradores demonstraram que a neovascularização 

promovida pelo exercício em ratos Wistar é inibida após a sua exposição à 

esteroides anabólicos (Tagarakis et al. 2000). Junto à elevada demanda 

energética inerente aos cardiomiócitos hipertróficos, o suprimento de oxigênio 

torna-se insuficiente, o que favorece episódios de isquemia, sobretudo durante 

o exercício  (Sullivan et al. 1998; Friehs e Del Nido 2003). 

Além do aludido remodelamento estrutural, os esteroides anabólicos 

também são capazes de promover um conjunto de distúrbios eletrofisiológicos 

no coração. Estudos prévios demonstram que a administração crônica de EA, 

em ratos Wistar, reduz de forma relevante a densidade da corrente de potássio 

transiente de efluxo e a expressão de subunidades dos canais que conduzem 

esta corrente, em cardiomiócitos ventriculares (Medei et al. 2010; Tanno et al. 

2011). Isto configura um prolongamento do potencial de ação dos 

cardiomiócitos ventriculares e, assim, do intervalo QT (Medei et al. 2010; Tanno 

et al. 2011). Ademais, isto também justifica o aumento da ocorrência de 

arritmias cardíacas em usuários de EA, com prevalência de aumento na 

dispersão do intervalo QT (Sullivan et al. 1999; Maior et al. 2010). Por 

conseguinte, isto repercute no elevado risco de morte súbita em usuários de 

EA  (Maron 2003). 

Também é possível observar alterações relevantes no que tange ao 

controle autonômico do sistema cardiovascular, após a administração crônica 

de EA. Deveras, através de eletromiografia, evidenciou-se que o consumo 

desmedido de EA conduz à maior atividade simpática em seres humanos e 

isto, por sua vez, está consociado à elevação da pressão arterial, além de ser 

um risco proeminente no desenvolvimento de arritmias cardíacas (Alves et al. 

2010).  Corroborando este aspecto, os EA acarretam lesões análogas à 

miocardite adrenérgica em roedores (Fanton et al. 2009), o que sugere 

aumento da atividade simpática direcionada ao coração.  

Dentro deste contexto, nosso grupo foi o primeiro a demonstrar que a 

exposição aos EA durante a fase púbere promove efeitos sobre a regulação do 

sistema cardiovascular, que persistem até a fase adulta. Basicamente, o 
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tratamento com altas doses de propionato de testosterona, restrito à fase 

adolescente, configura desequilíbrio autonômico, caracterizado por aumento na 

prevalência da atividade simpática, que persiste ao longo da fase adulta 

(Olivares et al. 2014).  

Com base nos efeitos nocivos que os EA provocam sobre o sistema 

cardiovascular, não é surpreendente que o consumo abusivo destes fármacos 

interfira de forma negativa sobre o desdobramento da injúria de 

isquemia/reperfusão e, portanto, sobre o prognóstico pós-infarto. De fato, a 

administração crônica de EA em ratos Wistar aumenta, significativamente, a 

susceptibilidade ao estresse oxidativo e a extensão da área de infarto em 

corações isolados (Chaves et al. 2006). Ademais, as propriedades contráteis 

do coração também são relevantemente afetadas, uma vez que a recuperação 

da pressão desenvolvida pelo VE, durante a fase de reperfusão, é reduzida 

após a sobrecarga de EA, em ratos Wistar adultos (Chaves et al. 2006; Penna 

et al. 2011). 

A despeito dos dados mencionados, pouco se sabe sobre os efeitos da 

administração de doses suprafisiológicas de EA sobre sistema cardiovascular, 

desde o nível celular e molecular, até à integração fisiológica como um todo. 

Além disso, os estudos experimentais que associam a administração de EA e o 

IAM se restringem, até o momento, a aplicação durante a fase adulta, ainda 

que o consumo durante a adolescência seja frequente. Portanto, objetivou-se, 

com o presente estudo, avaliar, pela primeira vez, a susceptibilidade à injúria 

de isquemia/ reperfusão na fase adulta, através da análise das propriedades 

elétricas e mecânicas de corações isolados em aparato de Langendorff, após 

administração prévia de EA durante a fase adolescente, em ratos Wistar 

machos. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliação da susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão em 

corações isolados, na fase adulta, após tratamento prévio com EA, ao longo da 

adolescência, em ratos Wistar machos. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Avaliar os seguintes parâmetros em corações isolados de ratos Wistar 

adultos, em modelo de injúria de isquemia/reperfusão ex vivo, após sobrecarga 

crônica com propionato de testosterona, ao longo da fase adolescente:  

• Analisar as propriedades mecânicas do coração; 

• Avaliar a incidência de episódios arrítmicos; 

• Averiguar eventual hipertrofia cardíaca; 

• Verificar eventual congestão, através dos pesos relativos dos pulmões, 

rins e fígado; 

• Analisar o padrão de expressão gênica; 

• Verificar o status da maquinaria antioxidante e oxidante, através da 

atividade das enzimas NADPH oxidases e dual oxidases, e expressão 

gênica de SOD1, SOD2, SOD3, GPx1, GPx3 e CAT; 

• Aferir a dimensão da área de infarto. 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

 Fundamentalmente, os efeitos fisiológicos da testosterona sobre o 

sistema cardiovascular estão sendo elucidados, pouco a pouco. No entanto, o 

conhecimento a respeito dos efeitos atrelados à sobrecarga de EA sobre o 

sistema cardiovascular e, ainda mais, sobre as síndromes cardiovasculares, é, 

criticamente, tênue.  
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Não obstante, a grande maioria dos estudos, até o presente momento, 

dispôs-se a averiguar os efeitos cardiovasculares dos EA, consumidos já na 

fase adulta, de modo que pouco se sabe em relação aos efeitos do consumo 

na adolescência, ainda que, epidemiologicamente, seja, relevantemente, alto. A 

princípio, nosso grupo foi o primeiro a demonstrar que a administração de EA, 

somente ao longo da fase adolescente, favorece o desenvolvimento de 

disfunções cardiovasculares, caracterizadas por desequilíbrio autonômico, 

além de alterações comportamentais e hidroeletrolíticas, que persistem durante 

a fase adulta (Olivares et al. 2014). Por conseguinte, é natural elucubrar-se a 

respeito de uma possível ingerência fisiopatológica da administração de EA, ao 

longo da adolescência, sobre o desdobramento da injúria de 

isquemia/reperfusão, na fase adulta. Assim sendo, espera-se, com o presente 

estudo, fomentar o arcabouço científico-experimental necessário para 

melhorar, junto com estudos vindouros e já existentes, o prognóstico pós-

infarto de indivíduos adultos que consumiram EA ao longo da adolescência. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 ANIMAIS 

 

 Foram utilizados 24 ratos Wistar machos com 26 dias de vida (~110 

gramas). Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (21 ºC ~ 22 

ºC) e exaustão 24 horas por dia. Todos os animais foram mantidos em ciclo 

claro-escuro de 12 horas (6:00 – 18:0 e 18:00 – 6:00, respectivamente) e 

tiveram livre acesso à ração e água filtrada. O protocolo experimental está sob 

vigência da Comissão de Avaliação do Uso de Animais do Instituto de Biologia 

(processo 007/2015).  

 

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

Os animais foram, aleatoriamente, distribuídos em dois grupos 

experimentais (Fig.9): grupo EA, cujo tratamento consistiu em propionato de 

testosterona (®Hertape Calier) por via intramuscular, na dose de 5 mg . kg-1 

/dia, 5 dias por semana; grupo controle (CTL), cujo tratamento consistiu em 

óleo de milho, diluído em álcool benzílico (90 : 10, v/v), em volume e frequência 

correspondentes. Os tratamentos foram estendidos por 5 semanas, a partir do 

26º dia pós-natal (P26). Após o último dia de administração, os animais ficaram 

3 semanas sem tratamento algum. Ao final da terceira semana, foi avaliada a 

suscetibilidade à injúria de isquemia / reperfusão em corações isolados, através 

do modelo de perfusão artificial com o aparato de Langendorff. 
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Figura 9 Protocolo experimental.9 

 

4.3 PARÂMETROS MORFOMÉTRICOS 

  

 Para a confecção dos dados de morfometria, os animais foram pesados 

antes da submissão à eutanásia. Coração, rins, fígado, pulmões e testículos 

foram coletados e, devidamente, pesados, após a eutanásia por decapitação. 

Deste modo, foi possível calcular o peso relativo dos órgãos supracitados, 

sendo expressos em mg de órgão por peso corporal em g.  

 

4.4 PREPARAÇÃO DOS CORAÇÕES ISOLADOS  

 

 Para o desenvolvimento da análise morfofuncional dos corações 

isolados, os ratos foram, previamente, submetidos a eutanásia por 

decapitação. Os corações foram, prontamente, removidos e conectados ao 

aparato de Langendorff, através da inserção de uma cânula na aorta, com fluxo 

constante de 10 mL.min-1. A solução de perfusão artificial utilizada foi a de 

Krebs-Henseleit (KHB) modificada, contendo (em mM): 118 NaCl, 4,7 KCl, 1,2 

MgSO4, 1,2 KH2PO4, 25 NaHCO3, 10 glicose, 1,8 CaCl2, saturada com mistura 

carbogênica (95% O2 + 5% CO2). A solução foi ajustada para o pH 7,4 e 

mantida aquecida em 37 ºC, sendo bombeada pelo circuito através da bomba 

de perfusão.  

                                                           
9 O protocolo experimental adotado no presente estudo foi adaptado do protocolo publicado no estudo de 

Olivares e colaboradores (Olivares et al. 2014). 
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Em seguida, um balão de látex conectado a uma cânula e a um 

transdutor de pressão foi inserido no ventrículo esquerdo, através de uma 

incisão no átrio esquerdo. O volume do balão, previamente preenchido com 

água, foi ajustado para manter a pressão diastólica final em 10 mmHg. O 

transdutor foi conectado a um amplificador ML110, para registro da pressão 

intraventricular desenvolvida pelo ventrículo esquerdo. Os registros de pressão 

foram digitalizados por uma interface analógico-digital (PowerLab 400, 

ADinstruments) e armazenados em um computador para análise off-line com o 

software Chart 7 (ADinstruments).   

Por fim, três eletrodos (positivo, negativo e terra), foram imersos na 

solução do banho ao qual o coração foi mantido. Deste modo, foi possível 

acessar o registro eletrocardiográfico dos corações isolados e, assim, analisar 

a incidência de episódios arrítmicos durante os registros.  

 

 

Figura 10 Aparato de Langendorff.10 

                                                           
10 Desenho esquematizando a perfusão artificial ex vivo de um coração isolado, em aparato de 

Langendorff. Adaptado de (Liao et al. 2012). 
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4.5 PROTOCOLO DE ISQUEMIA / REPERFUSÃO 

 

 Após a inserção do balão no ventrículo esquerdo, os corações foram 

deixados 20 minutos em adaptação, seguidos de 30 minutos de isquemia 

global e 60 minutos de reperfusão global. Ao final do protocolo, a porção 

ventricular dos corações foi segmentada a cada 3 mm e incubada em cloreto 

trifenil tetrazólio 1% (TTC). Em seguida, os fragmentos foram mantidos durante 

24 h em formaldeído 10% (v/v), no intuito de melhorar o contraste colorimétrico 

entre a área de infarto e o miocárdio viável. Assim sendo, os cortes inerentes 

aos ventrículos foram alocados entre duas placas de vidro e, então, suas 

imagens foram digitalizadas através de escâner. A área de infarto foi 

determinada através de morfometria, utilizando-se o software ImageJ. Os 

valores foram expressos em % da área total. 

 

4.6 ÍNDICE DE SEVERIDADE DE ARRITMIAS 

  

Arritmias cardíacas foram definidas como a presença de batimentos 

ventriculares prematuros (BVP), taquicardia ventricular, flutter ventricular e 

fibrilação ventricular, no registro eletrocardiográfico. Deste modo, as arritmias 

foram classificadas quanto ao tipo, recebendo diferentes pontuações para a 

análise qualitativa (Bernauer e Ernenputsch 1988; Ferreira et al. 2001). O 

aparecimento de 1 – 9 BVP configura 1 ponto; >10 BVP, 2 pontos; taquicardia 

ventricular / flutter ventricular, 3 pontos; fibrilação ventricular, 4 pontos. 

Arritmias repetidas (exceto BVP), não foram contabilizadas na pontuação final 

de cada coração (Por ex: Se o coração apresentou 12 BVP e 2 episódios de 

fibrilação ventricular, a pontuação final dele foi 6 pontos [2 pontos referentes 

aos BVP e 4 pontos referentes ao aparecimento de fibrilação]). 
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4.7 REATIVIDAE DA AORTA 

 

A metodologia utilizada para esta etapa foi baseada no estudo de 

Mulvany e Halpern (Mulvany e Halpern 1977). Segmentos anelares de aorta 

torácica foram alocados em um miógrafo (DMT Model 620M, Dinamarca), 

conectado ao sistema para aquisição e análise de dados (Powerlab 8/36, e 

programa PowerLab 7-Pro - AD Instruments, Austrália). Os anéis de aorta 

foram, então, mantidos em solução de Krebs-Henseleit, continuamente 

aeradas com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2) a 37 ºC. Após o 

período de adaptação de 1 hora, no qual a preparação foi constantemente 

estirada visando à manutenção da tensão muscular em 1 g, os anéis de aorta 

foram pré-contraídos com a adição de 10 µM de fenilefrina, seguido da 

aplicação de 10 µM de acetilcolina, para avaliar a funcionalidade do tecido. 

Subsequentemente, após 30 min de lavagem da preparação e retorno da 

tensão para os valores basais, foram aplicadas doses crescentes de fenilefrina 

(1 nM a 10 µM), no intuito de se avaliar a capacidade vasoconstrictora do 

tecido. Após atingir um platô de contratura, na concentração mais alta de 

fenilefrina, concentrações crescentes de acetilcolina foram aplicadas ao meio 

(1 nM a 10 µM), para avaliar a capacidade vasodilatadora do tecido. Todos os 

sinais foram digitalizados e armazenados para posterior análise. 

 

4.8 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

4.8.1 EXTRAÇÃO DO RNA 

 

 A extração do RNA total seguiu as instruções do fabricante do kit 

utilizado (RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit, QIAGEN®). Para tanto, foram 

utilizadas, aproximadamente, amostras de 30 mg do ventrículo esquerdo dos 

animais tratados com EA (N = 6) OU veículo (N = 5). A homogeneização das 

amostras foi realizada em 300 µL de tampão RLT contendo β-mercaptanol e, 
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então, foi promovida com um rotor elétrico. Subsequentemente, foram 

adicionados 590 µL de água livre de RNase e 10 µL de solução contendo 

proteinase K e, então, todas as amostras foram incubadas 55 ºC por 10 

minutos sendo, em seguida, centrifugadas a 25 ºC por 3 minutos a 10000 x g.  

Ao sobrenadante deste procedimento foi adicionado 0,5 volume de 

etanol (100%) e, então, 700 µL de cada amostra foram alocados à colunas de 

rotação do kit, encaixadas em microtubos de 2 mL. Assim, as amostras foram 

centrifugadas a 25 ºC por 15 segundos a 8000 x g descartando-se o volume 

escoado, sendo as duas ultimas etapas repetidas. Após adição de 350 µL de 

tampão RW1 às colunas, as amostras foram, novamente, centrifugadas a 25 ºC 

para 15 segundos a 8000 x g, para lavar as membranas, descartando-se o 

fluido escoado. Em seguida, foi misturado às amostras 80 µL de solução 

contendo DNase I (10 µL) e tampão RDD (70µL), sendo, subsequentemente, 

mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos.  

Acrescentou-se 350 µL de tampão RW1 às colunas e, então, as 

amostras foram novamente centrifugadas a 25 ºC por 15 segundos a 8000 x g, 

descartando-se o fluido escoado. Assim, 500 µL de tampão RPE foram 

adicionados às amostras, promovendo-se, novamente, centrifugação a 25 ºC 

por 2 minutos a 8000 x g. Subsequentemente, as colunas foram alocadas para 

microtubos de 1,5 mL, adicionou-se água livre de RNase e, então, as amostras 

foram centrifugadas a 25 ºC por 1 minuto a 8000 x g. Enfim, as colunas foram, 

novamente, alocadas em microtubos de 1,5 mL, repetindo-se a centrifugação 

nas mesmas configurações da etapa anterior.  

 

4.8.2 MÉTODOS DE QUANTIFICAÇÃO E CONTROLE DE QUALIDADE DO 

RNA 

 

Para mensurar a concentração do RNA total, a absorbância, em 

comprimento de onda de 260 nm (A260), foi aferida por espectrofotometria 

(NanoDrop, Thermo Scientific). Deste modo, foi possível estimar a pureza do 

RNA, por meio das relações A260:A280 e A260:A230, haja visto que razões 
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baixas sugerem a presença de contaminantes oriundos, principalmente, dos 

kits utilizados. Com base nesta premissa, as amostras que apresentaram 

relação A260:A280 entre 1,9 e 2,1 e a relação A260:A230 entre 2,0 e 2,2 foram 

consideradas aptas.  

Em contrapartida, as demais amostras foram submetidas ao processo de 

precipitação. Para tanto, foi adicionado acetato de sódio (0,1 volume a 3 M), 

etanol (2,5 volumes a 100%) e glicogênio (1 µL). Subsequentemente, todas as 

amostras foram, devidamente, homogeneizadas e incubadas em -80°C. No dia 

seguinte, as amostras foram submetidas à centrifugação (25000 x g por 20 

minutos em temperatura ambiente), e, assim, o sobrenadante foi descartado, 

enquanto os precipitados foram suspendidos em água livre de RNAses, 

repetindo-se, desta maneira, a quantificação do RNA. 

 

4.8.3 TRANSCRIÇÃO REVERSA (RT) 

 

 Para promover a reação em transcriptase reversa, foi utilizado o High 

Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). Desta forma, a 

combinação composta por 2 µL de 10x RT Buffer, 0,8 µL de 25 x dNTP Mix, 2 

µL de 10x RT Random Primers, 3,2 µL  de água livre de nuclease e 1 µL de 

inibidor de RNase foi, devidamente, homogeneizada em 1000 ng de RNA total, 

previamente diluído em 10 µL de água livre de nuclease. Em seguida, as 

amostras foram alocadas no termociclador (MJ Research PTC-100 Thermal 

Cycler), para favorecer o desdobramento das reações, mediante a seguinte 

programação: 5 minutos a 65°C e, subsequentemente, acréscimo de 1 µL de 

MultiScribeTMReverse Transcriptase, seguido de 10 minutos a 25°C, 2 horas a 

37°C e 5 minutos a 85°C. Por fim, o cDNA foi armazenado a -20°C. 
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4.8.4 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (qPCR) 

 

 A amplificação dos produtos dos mRNA foi promovida pelo Power 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), especificamente, por 

meio da enzima DNA Polymerase (AmpliTaq Gold® ) e dos demais 

componentes necessários à reação. Para tanto, 7,5 µL de Power SYBR® Green 

PCR Master Mix, 0,6 µL da mistura de primers senso e reverso a 10 µM 

(Invitrogen) para, respectivamente, MHCα, MHCβ, BNP, RyR, SERCA2a, 

SOD1, SOD2, SOD3, GPx1, GPx3 e CAT, 1 µL de cDNA diluído 50 vezes e 5,9 

µL água livre de nuclease, foram homogeneizados, totalizando 15 µL. Por sua 

vez, o GAPDH foi utilizado como controle endógeno. Enfim, a ciclagem foi 

realizada no equipamento Applied Biosystems®Viia 7 Real-Time PCR, 

utilizando-se o software Viia 71.2.1 no modo de corrida Standard, e através do 

ciclo de 2 minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 

segundos a 95°C e 1min a 60°C. 

  

Tabela 1 Sequência dos primers utilizados 

   
αMHC F CAC CAG AAT CCA GGC TCA AG 

 R TCA TCC ACG GCC AAT TCT TG 

βMHC F CCA TCA ACG ACC CCT TCA TT 

 R GAC CAG CTT CCC ATT CTC AG 

GAPDH F ACA ACC CCT ACG ATT ATG CG 

 R CGC CTG TCA GCT TGT AAA TG 

SOD1 F TGTGTCCATTGAAGATCGTGTG 

 R CTTCCAGCATTTCCAGTCTTTG 

SOD2 F GGACAAACCTGAGCCCTAAG 

 R CAAAAGACCCAAAGTCACGC 

SOD3  F GACCTGGAGATCTGGATGGA 

 R GTG GTT GGA GGT GTT CTG CT 

GPx1 F AAT CAG TTC GGA CAT CAG GAG 

 R GAA GGT AAA GAG CGG GTG AG 

GPx3 F CAGCTACTGAGGTCTGACAG 

 R ACTAGGCAGGATCTCCGAG 

CAT F CAAGCTGGTTAATGCGAATGG 

 R TTGAAAAGATCTCGGAGGCC 

Ryr F TCACTGAGAAGCCAAGACCG 

 R TCCGTGGGTGGTATGGTAGA 

BNP F CTTTTCCTTAATCTGTCGCCG 
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 R GTCTCTGAGCCATTTCCTCTG 

SERCA2a  F ATGTAAGGGTGTTCGGGTGC 

 R ACATCACACAGTGAGCTGGG 

 

4.9 ANÁLISE DE ESTRESSE OXIDATIVO 

4.9.1 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE VE 

 

 As amostras de tecido cardíaco (Ventrículo esquerdo) dos grupos 

experimentais permaneceram a 4 ºC por 24 horas em tampão fosfato de sódio 

50 mM (pH 7,2), contendo sacarose 0,25 M, ditiotreitol (DTT) a 0,5 mM, ácido 

tetraacético etileno glicol (EGTA) a 1 mM, aprotinina 5 mg/mL e fluoreto de fenil 

sulfonil metano (PMSF) 34,8 mg/mL, antes da homogeneização. Assim, as 

amostras foram homogeneizadas no tampão supracitado, em gelo, através de 

homogeneizador de vidro. Subsequentemente, o composto homogenado foi 

centrifugado a 4 ºC por 35 minutos a 100000xg, em tampão fosfato de sódio 50 

mM (pH7,2) contendo sacarose a 0,25 M, MgCl2 a 2 mM, aprotinina 5 mg/mL e 

PMSF 34,8 mg/mL. As amostras foram, então, armazenadas a -70 ºC. A 

concentração de proteína nas amostras foi mensurada pelo método de 

Bradford (Bradford 1976). 

   

4.9.2 ATIVIDADE DE DUOX E NOX 

 

As amostras contendo 10 µg de proteína foram adicionadas a uma placa 

de 96 poços, na qual cada amostra ocupava dois poços na placa, um com 

CaCl2 e um sem CaCl2. Assim, cada poço recebeu 10 µl água, tampão A2 

(tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,2, MgCl2 2mM, sacarose 0,25 M e 

inibidores de proteases) e composto com ou sem CaCl2 . O composto consiste 

de uma solução contendo EGTA 0,1 M, CaCl2  0,1 M (no caso do mix com 

CaCl2) ou volume equivalente de água (no caso do mix sem CaCl2), tampão 

fosfato de sódio 0,3 M pH 7,2, 2,1 µl de água Mili Q, superóxido dismutase 
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(SOD) 20000 U/ml, peroxidase de raiz forte (HRP) 25 U/ ml e Amplex Red 10 

mM.  

Foi feita, também, uma curva de peróxido de hidrogênio, na qual são 

utilizadas concentrações crescentes de H2O2: 0, 2µM, 4µM, 6µM e 8µM. 

Também foi feito um mix para a curva de peróxido, na qual foi utilizado tampão 

A2, composto com CaCl2 e NADPH (1mM), que foi adicionado a cada ponto da 

curva. Feito isso, adicionou-se NADPH a cada poço da placa contendo as 

amostras e a fluorescência foi mensurada no espectrofluorímetro por, 

aproximadamente, 40 minutos (Victor®). O comprimento de onda de excitação 

empregado foi de 530nm e de emissão de 595nm. Enfim, a geração de H2O2 foi 

determinada usando-se a curva de calibração e os resultados foram expressos 

como nanomoles de H2O2 por hora por mg de proteína (nmol H202.h-1.mg de 

ptn-1). 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os dados não temporais (Área de infarto, peso relativo dos órgãos, 

produção de H2O2 e índice de severidade de arritmias) foram analisados 

através do teste t de Student. Por outro lado, os dados referentes à função 

ventricular (Pressão desenvolvida do ventrículo esquerdo, primeira derivada de 

pressão positiva e negativa, pressão diastólica e sistólica, frequência cardíaca 

intrínseca) foram analisados através de ANOVA two-way com pós – teste de 

Bonferroni.  

 Em relação à análise molecular, utilizou-se o teste t de student. Para 

tanto, os dados utilizados consistiram nos valores de 2-ΔΔCT de cada amostra 

dos grupos controle, em relação à média do próprio grupo. No caso dos grupos 

experimentais, as análises foram realizadas utilizando-se valores de 2-ΔΔCT de 

cada amostra experimental em relação à média dos ΔCTs do grupo controle, 

todos transformados para escala logarítmica na base 10. Utilizou-se a escala 

logarítmica para não subestimar os dados, no caso de existir redução da 

expressão do alvo, visto que, em escala linear, essa diminuição gera valores 
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entre 0 e 1, enquanto o aumento da expressão pode gerar valores de 1 a ∞. 

Todos os dados do presente estudo foram apresentados como média ± erro 

padrão da média (EPM), sendo considerados significativos quando P < 0,05.  
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5 RESULTADOS  

5.1 PESO CORPORAL E PESO RELATIVO DOS ÓRGÃOS 

 

 A administração crônica de propionato de testosterona, nos moldes do 

modelo estipulado pelo nosso grupo, não alterou o peso corporal dos ratos de 

maneira relevante. A despeito disso, foi possível observar redução no peso 

relativo testicular, o que indica que o tratamento foi eficaz em inibir o eixo 

hipotálamo – hipófise – testículos, favorecendo o desenvolvimento de atrofia 

testicular. Os animais tratados com EA também apresentaram aumento do 

peso total e peso relativo do coração, indicando remodelamento cardíaco 

caracterizado por hipertrofia. Não foi possível observar diferenças significativas 

no que tange aos pesos relativos pulmonar, hepático e renal (Tabela 1). 

 

Tabela 2 Dados Morfométricos.11 

 Grupo Controle Grupo EA Significância 

Peso corporal (g) 269,8 ± 7,679 265,0 ± 8,966 NS 

Peso cardíaco (g) 1,245 ± 0,03879 1,658 ± 0,08511 ***P < 0,001 

Peso relativo 
cardíaco (mg/g) 

4,733 ± 0,1802 6,528 ± 0,3550 *** P < 0,001 

Índice Pulmonar 1,967 ± 0,1283 2,058 ± 0,1381 NS 

Índice Hepático 7.274 ± 0.3846 7.974 ± 0.5565 NS 

Índice Testicular 4,430 ± 0,1134 3,273 ± 0,1687 ***P < 0,001 

 

5.2 ÁREA DE INFARTO 

 

 Após indução de 30 minutos de isquemia global e 60 minutos de 

reperfusão, os corações dos animais tratados com EA, durante a adolescência, 

apresentaram aumento de, aproximadamente, 54,76% na área de infarto (EA 

                                                           
11 Os resultados foram expressos em média ± EPM. *P<0,05; ***P<0,001. NS, não significativo.  
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66,27% ± 2,75% vs CTL 45,21% ± 9,31%), em relação aos animais do grupo 

controle (Fig. 10). 

 

 

Figura 11 Área de infarto em relação à área total.10 

 

5.3 FUNÇÃO VENTRICULAR 

 

 Junto aos efeitos morfológicos, a testosterona também afetou, 

significativamente, o desempenho mecânico dos corações dos ratos. Embora 

não tenham sido observadas diferenças significativas em relação ao 

desempenho basal e durante a isquemia, a recuperação da pressão 

desenvolvida pelo ventrículo esquerdo foi significativamente menor nos 

corações dos animais tratados com testosterona, durante 92% do período de 

reperfusão cardíaca (Fig. 12).  

 Tendo em vista que a PDVE é, basicamente, a diferença entre a pressão 

sistólica e a pressão diastólica final do VE, a baixa recuperação da PDVE 

poderia ser decorrente tanto do aumento da PDFVE, quanto da redução na 

PSVE. Assim, foi observado que houve significativo aumento na PDFVE após o 

tratamento com EA (Fig. 13B), durante cerca de 69% do período de reperfusão 
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cardíaca, sem alterações relevantes na PSVE (Fig. 13A), ao longo do mesmo 

período. 

 A despeito da ausência de diferença estatística concernente à PSVE, os 

corações oriundos do grupo EA apresentaram redução na recuperação da dP / 

dt máxima, ao longo da reperfusão (Fig. 13C). Deste modo, é possível 

constatar que o tratamento com testosterona atenuou a velocidade de 

contração dos corações. Igualmente, também houve redução na dP/dt mínima, 

ao longo do período de reperfusão cardíaca (Fig. 13D), evidenciando a menor 

velocidade de relaxamento após o tratamento com testosterona. Além disso, os 

valores basais da velocidade de relaxamento, per se, também se mostraram 

reduzidos após o tratamento com testosterona, indicando ingerência 

fisiopatológica, fomentada pelo EA, sobre a função cardíaca basal, isto é, 

independente dos mecanismos atrelados à injúria de isquemia/reperfusão.  
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Figura 12 Pressão desenvolvida do VE.12 

                                                           
12 Os resultados foram expressos em média ± EPM. *P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001. 
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Figura 13 PSVE (A), PDFVE (B), dP/dt máxima (C) e mínima (D).13 

  

5.4 ARRITMIAS CARDÍACAS 

 

 Não obstante ao remodelamento cardíaco e aos prejuízos no 

desempenho mecânico, os corações do grupo EA apresentaram maior 

pontuação em relação ao tipo de arritmias durante a fase de reperfusão. Assim, 

de acordo com índice de severidade de arritmias, o tratamento com 

testosterona, restrito a fase adolescente, favoreceu a incidência de arritmias 

graves, em corações isolados, oriundos de ratos Wistar adultos (Fig. 14).  

 

                                                           
13 PDVE, Pressão desenvolvida do VE; PSVE, pressão sistólica do VE; PDFVE, pressão 

diastólica final do VE. Os resultados foram expressos em média ± EPM. *P<0,05; **P<0,01 
***P<0,001. 
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Figura 12 Susceptibilidade à ocorrência de episódios arrítmicos.14 

 

5.5 REATIVIDADE AÓRTICA 

 

 A administração de EA, ao longo da adolescência, aumenta a 

reatividade aórtica durante a perfusão de fenilefrina, isto é, houve maior 

vasoconstrição em resposta à estimulação α1-adrenérgica (Fig.15A) em relação 

ao grupo controle.  

Por outro lado, os anéis de aorta oriundos do grupo EA apresentaram 

maior capacidade de relaxamento diante da infusão de doses crescentes de 

acetilcolina na solução do banho do órgão (Fig. 15B).  

 

                                                           
14 Os resultados foram expressos em média ± EPM. **P<0,01. 
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Figura 13 Reatividade aórtica.15 

 

5.6 REXPRESSÃO DO PROGRAMA GENÉTICO FETAL  

  

 Os corações dos animais do grupo EA apresentaram maior expressão 

gênica da cadeia pesada de miosina tipo β (Fig.16B), em relação ao grupo 

controle, sem, porém, demonstrarem alteração significativa no que tange à 

MHCα. (Fig.16A) Por conseguinte, houve prevalência na supraregulação da 

expressão gênica da MHCβ, em relação às alterações na expressão gênica de 

MHCα, sendo esta razão estatisticamente maior no grupo EA, comparada ao 

grupo controle (Fig.16C). Em contrapartida, não foi observada diferença entre 

os grupos experimentais, no que tange à expressão de mRNA de BNP 

(Fig.16D). 

Assim sendo, em concordância com a hipertrofia cardíaca e a baixa 

recuperação no desempenho mecânico, foi possível observar a reativação do 

perfil de expressão gênica fetal, comum ao longo do desenvolvimento de 

hipertrofia, especialmente durante a insuficiência cardíaca.  

 

                                                           
15 Os resultados foram expressos em média ± EPM. *P<0,05. 
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Figura 14 Reativação do programa genético fetal.16 

 

5.7 EXPRESSÃO GÊNICA DE SERCA2a E RyR 

 

 No intuito de se estudar os efeitos dos esteroides anabólicos sobre a 

expressão de proteínas relacionadas ao transporte do cálcio, foram observada 

as expressões gênicas de SERCA2a e RyR entre os grupos referidos. Desta 

maneira, não foram observadas diferenças significativas em relação aos 

parâmetros supracitados. Por conseguinte, isto sugere que não há 

envolvimento destas proteínas nas alterações fisiopatológicas concernentes ao 

protocolo utilizado neste estudo.  

 

                                                           
16 MHC, cadeia pesada de miosina; BNP, peptídeo natriurético derivado do cérebro. Os 

resultados foram expressos em média ± EPM, **P<0,01; ***P<0,001.  
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Figura 15 Expressão gênica de SERCA2a e RyR.17 

 

5.7 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 A despeito da maior susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão, 

não foi observada nenhuma alteração no que tange à produção de peróxido de 

hidrogênio pelas enzimas da família Nox/Duox (Fig.18). Por conseguinte, é 

possível constatar que as atividades das referidas enzimas não diferiram nas 

condições experimentais do presente estudo.   

 

 

Figura 16 Atividade das enzimas DUOX e NOX. 

 

                                                           
17 DUOX, dual oxidases; Nox, NADPH oxidases; SERCA2a, ATPase de cálcio do retículo 

sarcoplasmático; RyR, receptor para rianodina. Os resultados foram expressos em média ± 
EPM. 



 
 

47 
 

 Em relação à expressão gênica das enzimas referentes à maquinaria 

antioxidante celular, não foram observadas diferenças em relação a SOD1, 

SOD2, SOD3, GPx1 e GPx3 (Fig.19). No entanto, a expressão de mRNA de 

catalase foi, significativamente, menor no grupo EA (Fig.19F).  

Consequentemente, a exposição aos EA, ao longo da adolescência, 

aumenta a susceptibilidade ao estresse oxidativo em corações de ratos Wistar 

adultos, ao longo da injúria de isquemia/reperfusão. 

 

 

Figura 17 Expressão de mRNA das enzimas antioxidantes.18 

  

                                                           
18 SOD, superóxido dismutase; GPx,glutationa peroxidase; CAT, catalase. Os resultados foram 

expressos em média ± EPM.*P<0,05. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Aparentemente, este estudo é pioneiro em avaliar os efeitos da 

administração crônica de EA na adolescência sobre o desdobramento da injúria 

de isquemia/reperfusão na fase adulta. Com base nas observações feitas neste 

estudo, foi possível notar, pela primeira vez: 

1) O tratamento crônico com esteroide anabólico, durante a adolescência, 

promoveu hipertrofia cardíaca persistente ao longo da fase adulta.  

2) O referido remodelamento cardíaco foi acompanhado por aumento 

significativo da área de infarto, após isquemia/reperfusão global. 

3) O desempenho mecânico dos corações oriundos do grupo EA foi 

significativamente prejudicado durante o período basal e reperfusão. Assim, foi 

possível observar aumento da pressão diastólica final, em nível basal e durante 

a reperfusão, que, por sua vez, conduziu à redução da pressão desenvolvida 

pelo VE. Ademais, as velocidades de contração e relaxamento também foram, 

relevantemente, reduzidas, na mesma condição. 

4) Consonante com a hipertrofia cardíaca observada, os animais do grupo EA 

apresentaram maior susceptibilidade à sobrecarga hemodinâmica, uma vez 

que a contração e o relaxamento dos anéis de aorta deste grupo, em face da 

perfusão de fenilefrina e acetilcolina, foram, respectivamente, maior e menor. 

5) Corroborando o remodelamento cardíaco e o déficit na performance 

mecânica do VE, observou-se que os corações do grupo EA apresentaram 

reativação do perfil de expressão gênica fetal, por meio do aumento na 

expressão gênica de MHCβ. 

6) Em face do tratamento com testosterona, as propriedades elétricas dos 

corações foram, significativamente, afetadas, haja visto que foi observada 

maior incidência de arritmias, ao longo da reperfusão. 

7) Não há envolvimento da expressão gênica de SERCA2a e RyR nos 

mecanismos fisiopatológicos atrelados à maior susceptibilidade à injúria de 

isquemia/reperfusão observada, no momento observado.  
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7) Observou-se que a atividade das enzimas da família Nox/Duox, em corações 

de ratos Wistar adultos, não é alterada pela administração de EA ao longo da 

adolescência e, portanto, não interfere na injúria de isquemia/reperfusão, a 

despeito dos prejuízos provocados por esta abordagem farmacológica. Da 

mesma forma, não foi observada alteração na expressão gênica de SOD1, 

SOD2, SOD3, GPx1 e GPx3. Entretanto, houve menor expressão de mRNA da 

CAT, o que sugere maior susceptibilidade ao estresse oxidativo no grupo EA. 

  

6.1 REMODELAMENTO CARDÍACO 

   

 A hipertrofia cardíaca (HC) é, frequentemente, referenciada como uma 

resposta adaptativa a diversos eventos estressores ao coração, como 

sobrecarga hemodinâmica, valvulopatias e infarto do miocárdio. Todavia, 

paradoxalmente, de acordo com o Framingham Heart Study, a HC pode ser 

considerada um forte preditor de mortalidade e morbidade na população em 

geral, mas especialmente em cardiopatas (Kannel et al. 1983). Além disso, a 

HC também é considerada o principal fator de risco para o desenvolvimento de 

insuficiência cardíaca congestiva, doença coronariana e acidente vascular 

cerebral (Kannel 1991). 

Especificamente, o risco associado à HC remete tanto ao aumento da 

massa miocárdica, quanto à mudança na forma das câmaras ventriculares. Em 

virtude destas alterações, é possível observar disfunção sistólica e diastólica, 

maior incidência de arritmias ventriculares graves, morte súbita, infarto do 

miocárdio e acidente vascular cerebral. Deste modo, a HC seria uma etapa 

inicial, possivelmente adaptativa e clinicamente mensurável, de eventos 

progressivos, que conduzem à insuficiência cardíaca, constituindo o conceito 

de “doença cardiovascular contínua”. 

 Neste contexto, através da análise do peso relativo do coração, o 

presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que a hipertrofia cardíaca 

provocada pela administração crônica de EA, ao longo da adolescência, 



 
 

50 
 

persiste durante a fase adulta, em ratos Wistar. Consonante com esta 

observação, estudos prévios demonstram que o tratamento crônico de ratos 

Wistar adultos com EA aumenta, significativamente, o peso relativo do coração 

(Chaves et al. 2006; Pereira-Junior et al. 2006; Medei et al. 2010; Tanno et al. 

2011; Hassan e Kamal 2013; Marques-Neto et al. 2014).   

Frequentemente, o remodelamento provocado pelos EA é caracterizado 

por hipertrofia de cardiomiócitos e apoptose celular (Zaugg et al. 2001; Rocha 

et al. 2007; Medei et al. 2010; Franquni et al. 2013; Hassan e Kamal 2013). 

Também é possível observar aumento na deposição de colágeno, 

supostamente em decorrência da redução na degradação desta molécula 

(Rocha et al. 2007; Franquni et al. 2013).  

 A sequência de eventos que leva ao desenvolvimento da hipertrofia 

cardíaca após administração de EA é complexa. Sabe-se que a testosterona, 

em nível basal, não só aumenta a expressão gênica de angiotensinogênio e 

renina plasmática, como também aumenta a sensibilidade cardiovascular à 

angiotensina II (Chen et al. 1992; Ojeda et al. 2010). Em consonância com 

estes eventos, a administração crônica de EA aumenta, de forma significativa, 

a expressão gênica e proteica do receptor para angiotensina II tipo 1 (AT1), e a 

expressão proteica e atividade da enzima conversora de angiotensina, tipo 1, 

(ECA1) nos corações de ratos Wistar adultos (Rocha et al. 2007; Franquni et al. 

2013; Marques-Neto et al. 2014).  

A angiotensina II (ANGII) é conhecida por engendrar hipertrofia dos 

cardiomiócitos e conduzir ao remodelamento cardíaco, de modo que a sua 

inibição promove melhoras significativas no remodelamento cardíaco pós-

infarto (Pfeffer et al. 1992; Olivares et al. 2007; Trindade et al. 2007; Dai et al. 

2011; Hernández et al. 2014). Além disso, a ANGII aumenta, sobremaneira, a 

deposição miocárdica de colágeno, através da estimulação de receptores AT1 

localizados nos fibroblastos e, indiretamente, através da via do fator 

transformador de crescimento 1 (TGFβ1) (Dai et al. 2011; Zhang et al. 2014). 

Além da ANGII, Marques – Neto e colaboradores demonstraram que a 

exposição crônica de ratos Wistar adultos à sobrecarga de EA aumenta, de 

maneira relevante, a expressão do receptor de mineralocorticoides no coração 
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(Marques-Neto et al. 2014). Assim como a ANGII, a aldosterona é, 

conhecidamente, estimuladora da hipertrofia de cardimiócitos e, principalmente, 

da síntese de colágeno, de modo que o antagonismo dos seus receptores é, 

amplamente, utilizado na rotina clínica em pacientes com insuficiência cardíaca 

(Silvestre et al. 1999; Pitt et al. 2003; Endemann et al. 2004). 

 Não obstante à ingerência sobre o sistema renina-angiotensina-

aldosterona (SRAA), a testosterona, em nível basal, também enaltece a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias no coração de ratos Wistar, haja vista 

a redução na expressão de interleucina 1β (IL-1β) e fator de crescimento 

tumoral α (TNFα) neste ambiente, após orquiectomia (Pavón et al. 2012). Em 

consonância com estas observações, corações oriundos de ratos Wistar 

adultos tratados cronicamente com EA mostram aumento significativo na 

expressão de TNFα, IL-6 e IL-1β (Fineschi et al. 2011; Franquni et al. 2013). 

Concomitantemente, também é possível observar redução na expressão da IL-

10, conhecida interleucina antiinflamatória, na condição supracitada (Franquni 

et al. 2013). Assim como a própria ANGII, a inflamação está relacionada, 

diretamente, ao processo de remodelamento cardíaco marcado por hipertrofia 

cardiomiocitária e fibrose e, deste modo, contribui para o fenótipo cardíaco 

suscitado pelos EA (Torre-Amione et al. 1996; Barth et al. 2000; Harada et al. 

2005). 

 Junto à inflamação no microambiente cardíaco e à hiperatividade do 

SRAA, os EA também favorecem o aumento da prevalência da atividade 

simpática sobre a atividade parassimpática (Pereira-Junior et al. 2006; Hassan 

e Kamal 2013). Ademais, os corações de ratos Wistar adultos, tratados 

cronicamente com EA, apresentam maior expressão de receptor adrenérgico 

tipo β1 e β2 (Fineschi et al. 2011; Penna et al. 2011; Tanno et al. 2011). 

Corroborando este achado, nosso grupo também demonstrou, pela primeira 

vez, aumento da prevalência da atividade simpática sobre a parassimpática em 

ratos Wistar adultos, após administração crônica prévia de EA na adolescência 

(Olivares et al. 2014).  

Assim sendo, haja visto que as vias β adrenérgicas, particularmente a 

via β1, favorecem a hipertrofia cardiomiociária, assim como a deposição de 
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colágeno, é natural excogitar a hipótese de que a hiperatividade simpática seja 

um mecanismo importante no desdobramento da hipertrofia cardíaca, mediante 

administração de EA. De fato, é possível observar que os EA acarretam lesões 

análogas à miocardite adrenérgica em roedores (Fanton et al. 2009). 

 Possivelmente, este característico desequilíbrio autonômico, consociado 

à intoxicação com EA, também envolve a redução na sensibilidade do 

barorreflexo (Beutel et al. 2005; Franquni et al. 2013). Diante deste contexto, 

Marques – Neto e colaboradores demonstraram que o bloqueio do SRAA, ao 

longo do tratamento crônico com EA na fase adulta, reverte o referido 

desequilíbrio autonômico supracitado (Marques Neto et al. 2013). Portanto, é 

criticamente sugestivo que a sobrecarga crônica de EA promova uma 

ingerência fisiopatológica ao nível da liberação de noradrenalina pelas 

terminações simpáticas cardíacas, ou mesmo no SRAA central, em adição ao 

aumento na expressão dos receptores beta-adrenérgicos ao nível cardíaco. 

 

6.2 REATIVIDADE DA AORTA 

 

 O impacto do aumento da pressão arterial no desenvolvimento da 

hipertrofia cardíaca já foi evidenciado tanto ao nível experimental, quanto 

clinico. Estudos mostram que há uma correlação diretamente proporcional 

entre a espessura da parede ventricular esquerda e os níveis pressóricos, 

monitorados ao longo de 24 horas, em humanos (Verdecchia et al. 1990). 

Ademais, no Framingham Heart Study, foi possível observar relação causa-

efeito entre variações na pressão sistólica e a labilidade na massa miocárdica, 

em cerca de 10% dos pacientes, ao longo de 30 anos (Kannel et al. 1983). 

Assim, com o espessamento da parede ventricular, o estresse de parede 

exercido pela sobrecarga pressórica é, supostamente, reduzido, de acordo com 

a lei de Laplace. Por conseguinte, esta relação sugere, novamente, que a 

hipertrofia cardíaca consiste em um mecanismo adaptativo em face da 

sobrecarga pressórica. No entanto, conforme a hipertrofia se desenvolve, a 

capacidade contrátil intrínseca é, paulatinamente, atenuada. Além disso, como 
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mencionado no tópico anterior, a hipertrofia cardíaca consiste no fator de risco 

mais importante para o desenvolvimento de diversas cardiopatias. 

Dentro deste contexto, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez, 

que o tratamento de ratos Wistar adolescente com EA alterou a reatividade da 

aorta, em relação ao grupo controle, na fase adulta. Fundamentalmente, os 

anéis de aorta dos animais do grupo EA apresentaram maior contração 

mediante administração de fenilefrina, conhecido agonista α1-adrenégico. Por 

outro lado, a capacidade de relaxamento dos anéis de aorta, provocada pela 

acetilcolina, foi aumentada no grupo EA, em comparação ao grupo controle. 

Em suma, isto indica que os anéis de aorta do grupo EA apresentaram maior 

reatividade em face a estímulos vasoconstritores e vasodilatadores. Somada à 

maior atividade simpática, observada nas mesmas condições experimentais, é 

possível excogitar a hipótese de que a maior reatividade vascular à estímulos 

vasoconstritores conduza os animais do grupo EA à sobrecarga hemodinâmica. 

Corroborando o presente estudo, a sobrecarga crônica de EA, restrita a 

fase adulta de ratos Sprague-Dawley, promove aumento da vasoconstrição 

sensível à fenilefrina, concomitantemente à redução na vasodilatação sensível 

ao óxido nítrico, em anéis de aorta isolados, na presença de endotélio (Ferrer 

et al. 1994). Estas alterações são ilustradas, in vivo, pelo aumento significativo 

da pressão arterial sistólica, em ratos Wistar, após administração crônica de EA 

(Tanno et al. 2011). Especificamente, Hassan e colaboradores demonstraram 

aumento da pressão arterial sistólica a partir da 4ª semana de sobrecarga com  

EA, em ratos Wistar adultos (Hassan e Kamal 2013).  

Condizente com as observações experimentais, consumidores de EA 

demonstram maior pressão sistólica, diastólica e pulsátil, em relação aos 

pacientes-controle (Kasikcioglu et al. 2007). Além disso, a capacidade 

vasodilatadora, induzida por glicerol trinitrato, também é prejudicada nesta 

condição (Lane et al. 2006). Deste modo, este referido cenário pressórico 

reflete, supostamente, o aumento da rigidez aórtica, em usuários de EA 

(Kasikcioglu et al. 2007). 

Ainda que os experimentos do presente estudo tenham sido conduzidos 

somente na presença do endotélio, não é possível constatar se as disfunções 
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vasculares observadas remetem, exclusivamente, a esta camada vascular. Em 

face do caráter lipofílico dos EA, a atuação destas moléculas no leito vascular 

pode ocorrer ao nível endotelial e/ou da musculatura lisa.  

Em contraste com as nossas observações, diversos estudos 

demonstram, experimentalmente, que a testosterona, em nível fisiológico, 

reduz a reatividade vascular agudamente e cujo mecanismo envolvido neste 

evento varia entre os leitos vasculares. Além disso, Franquni e colaboradores 

não observaram alterações relacionadas à reatividade de anéis da aorta, após 

administração crônica de EA em ratos Wistar adultos (Franquni et al. 2013).  

Em anéis de aorta torácica, a testosterona promove vasodilatação 

associada ao endotélio, porém, não dependente do mesmo, possivelmente 

através do estímulo da secreção de óxido nítrico pela óxido nítrico sintase, de 

maneira não genômica (Costarella et al. 1996). Além disso, o antagonismo de 

canais para cálcio tipo L dependentes de voltagem (LTCC), presentes em 

miócitos vasculares, é particularmente importante para o relaxamento da 

musculatura lisa em anéis de aorta torácica pela testosterona (Montaño et al. 

2008). Contudo, observou-se efeito dual nesta condição, visto que, enquanto 

doses na escala nanomolar provocaram inibição dos LTCC, concentrações na 

escala micromolar aumentaram a corrente de cálcio no miócito vascular, o que, 

por sua vez, favorece a contração deste fenótipo celular e, assim, 

vasoconstrição (Montaño et al. 2008). Por outro lado, no leito vascular 

mesentérico, a vasodilatação promovida pela testosterona envolve, 

possivelmente, a síntese de óxido nítrico endotelial e, subsequentemente, a 

ativação de canais para potássio ativados por cálcio, de maneira não genômica 

(Tep-Areenan et al. 2002).  

Em contrapartida, estudos prévios mostram que a orquiectomia reduz o 

tônus vascular das artérias cerebrais médias, somente na presença de 

endotélio, e, supostamente, através do aumento síntese de tromboxano A2 e 

ácido hidroeicotetranóico (Gonzales et al. 2004; Gonzales et al. 2005; 

Vasudevan et al. 2012). Em longo prazo, portanto, é possível observar redução 

na pressão arterial, em ratos Wistar espontaneamente hipertensos, após 

submissão à orquiectomia (Morano et al. 1990).  
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Adicionalmente, a testosterona também favorece a elevação na síntese 

de espécies reativas de oxigênio nos leitos vasculares. Em parte, este referido 

efeito depende do aumento na expressão de Nox e da migração de células da 

musculatura lisa, o que, consequentemente, favorece o remodelamento 

vascular em ratos Wistar, espontaneamente hipertensos ou não, no período de 

30 – 120 minutos pós-administração de testosterona (Chignalia et al. 2012). 

Condizente com estas observações experimentais, a vasodilatação mediada 

pelo endotélio, em resposta à hiperemia, é significativamente maior em homens 

com hipogonadismo, em comparação com pacientes-controle, sendo este 

padrão revertido após tratamento crônico com testosterona (Zitzmann et al. 

2002).  

Desta maneira, sugere-se que, cronicamente, a testosterona promova 

alterações estruturais e funcionais no microambiente vascular que, por sua vez, 

favorecem maior reatividade arterial a estímulos vasoconstritores, como 

observado no presente estudo, o que condiz com a sobrecarga pressórica 

observada in vivo em outros estudos. Além disso, os já mencionados aumentos 

na atividade do SRAA e da vertente simpática do sistema nervoso autônomo 

também contribuem para o aumento da resistência vascular periférica e, assim, 

da pós-carga, após administração de EA.  

Assim, é possível que a maior sobrecarga hemodinâmica corrobore o 

desenvolvimento de hipertrofia cardíaca e, assim, contribua para o aumento da 

susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão cardíaca, em ratos Wistar 

adultos.  

 

 

6.3 AUMENTO NA ÁREA DE INFARTO 

 

Associado à hipertrofia cardíaca, a média da área de infarto dos 

corações do grupo EA foi, aproximadamente, 54,76% maior que a média do 

grupo controle. Ratificando esta observação, Penna e colaboradores também 
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observaram maior susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão, através da 

área de infarto, após administração crônica de decanoato de nandrolona 

restrita à fase adulta (Penna et al. 2011).  

Em contraste, estudos prévios não observaram aumento da área de 

infarto após exposição crônica a EA (Chaves et al. 2006; Marques Neto et al. 

2013). Primeiramente, esta diferença põe em evidência as diferentes 

características farmacocinéticas atreladas ao decanoato de nandrolona, 

utilizado no referido trabalho, e ao propionato de testosterona, utilizado no 

presente estudo.  

A 19-nortestosterona, também conhecida como nandrolona, apresenta 

um arcabouço molecular similar à testosterona, sem o grupo 19-metil, que dá 

origem à 17-decanoato-19-nortestosterona (Decanoato de Nandrolona, DECA). 

Esta esterificação confere uma taxa de absorção mais lenta e, portanto, 

aumenta sua meia-vida após administração intramuscular (Minto et al. 1997). 

Assim como no presente estudo, a DECA é solubilizada em veículo oleoso 

(óleo de amendoim e álcool benzílico) e administrada via intramuscular, assim, 

não sofre metabolismo de primeira passagem hepática (Minto et al. 1997). No 

entanto, sua esterificação é prontamente desfeita pela ação de esterases 

plasmáticas, originando a 19-nortestosterona.  

Nos tecidos que expressam a enzima 5α-redutase, a 19-nortestosterona 

é convertida em 5α-dihidro-19-nortestosterona, cuja afinidade pelo receptor 

para andrógenos é, aproximadamente, 10 vezes menor do que a DHT (Tóth e 

Zakár 1982). Além disso, sua aromatização é 80% menos eficaz em 

comparação à molécula da testosterona, o que se reflete em menores efeitos 

estrogênicos (Ryan 1959). Neste contexto, embora as células presentes no 

coração não expressem a 5α-redutase (Normington e Russell 1992), a 

aromatase é, por sua vez, amplamente expressa (Grohé et al. 1997). 

Desta maneira, é provável que a ingerência estrogênica, no presente 

estudo, seja, aparentemente, superior, tanto no microambiente cardíaco, 

quanto nos demais tecidos positivos para a expressão de aromatase, em 

comparação com o estudo conduzido por Chaves e colaboradores. Por outro 

lado, tecidos que apresentam expressão da enzima 5α-redutase são, 
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supostamente, mais reativos ao tratamento desempenhado no presente 

estudo, haja visto que, como fora mencionado, o produto da catálise 

desempenhada por esta enzima, sobre a testosterona, é a DHT, cuja potência 

é, significativamente, superior à 5α-dihidro-19-nortestosterona.  

Esta diferença também sugere que o consumo de EA na adolescência 

provoca mudanças críticas no microambiente cardíaco, de modo que a 

sobrevivência dos cardiomiócitos, perante o episódio de isquemia e, 

subsequentemente, repefusão cardíaca, é, criticamente, mais afetada, em 

relação ao tratamento restrito à fase adulta.  

Adicionalmente, a notável diferença na área de infarto pode ser 

decorrente da própria hipertrofia precedente. Em sua essência, corações 

hipertrofiados demonstram menor resiliência perante a injúria de 

isquemia/reperfusão, tanto em modelos in vivo, quanto ex vivo. A rarefação da 

microcirculação coronariana e redução da reserva coronariana, observadas em 

diversos modelos de hipertrofia cardíaca, parecem ser fatores providenciais 

para aumentar a susceptibilidade dos corações hipertróficos à injúria de 

isquemia/reperfusão (Levy et al. 2001); (Brilla et al. 1991). Além disso, a fibrose 

intersticial, assim como os focos inflamatórios presentes no miocárdio 

hipertrófico, sobretudo nas áreas perivasculares, podem diminuir, 

dramaticamente, o fluxo de oxigênio e nutrientes para os cardiomiócitos, tanto 

no período pré-isquêmico, quanto na reperfusão (Brilla et al. 1991). Por 

conseguinte, junto à elevada demanda energética inerente aos cardiomiócitos 

hipertróficos, os eventos supracitados aumentam, sobremaneira, a 

susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão.  

Não obstante à sugestiva ingerência fisiopatológica atrelada à hipertrofia 

cardíaca, diversos estudos sugerem que a testosterona, em nível fisiológico, 

contribui, diretamente, nos eventos celulares que culminam com a formação do 

infarto. De fato, experimentalmente, machos desenvolvem área de infarto 

significativamente superior às fêmeas (Bae e Zhang 2005; Brown et al. 2005; 

Lagranha et al. 2010).  

Particularmente, a testosterona, em nível basal, favorece o aumento na 

atividade da proteína cinase ativada por mitógeno p38 (p38MAPK) (Wang et al. 
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2005). Embora os mecanismos envolvidos na ativação da p38MAPK pela 

testosterona não estejam totalmente claros, sabe-se que esta enzima exerce 

um papel chave na ativação de vias pró-apoptóticas ao longo da injúria de 

isquemia/reperfusão (Ma et al. 1999). Aparentemente, a via pró-apoptótica 

atrelada à p38MAPK envolve, em parte, a inibição das cinases reguladas por 

sinalização extracelular e, consequentemente, o silenciamento parcial do Sinal 

de transdutor e ativador de transcrição 3 (STAT3) (Porras et al. 2004). De fato, 

a orquiectomia atenua, de maneira significativa, a ativação de STAT3 e do 

Supressor de sinalização de citocina 3, mediante isquemia e reperfusão ex vivo 

(Wang et al. 2009).  

Presumivelmente, em face da hiperativação da p38MAPK e 

concomitante silenciamento da STAT3, a proteína pró-apoptótica mitocondrial 

Bax acaba sendo regulada positivamente (Porras et al. 2004). De fato, a 

testosterona, em níveis fisiológicos e suprafisiológicos, aumenta, sobremaneira, 

a razão da expressão proteica de Bax/Bcl-2 (Zaugg et al. 2001; Huang et al. 

2010). Consequentemente, isto conduz à formação do PTM, liberação do 

citocromo c e, assim, ativação da via das caspases, consequentemente 

provocando a apoptose celular (Narita et al. 1998; Borutaite et al. 2003; Hassan 

e Kamal 2013). Condizente com esta observação, a orquiectomia, assim como 

o tratamento com antagonistas do receptor para andrógenos, atenua a ativação 

das caspases 1 e 11, após a indução da injúria de isquemia/reperfusão em 

corações isolados (Wang et al. 2005).  

Não obstante à indução de vias pró-apoptótica, a testosterona também 

induz a inibição de vias antiapoptóticas. Particularmente, tanto a testosterona, 

quanto a DHT regulam, negativamente, a ativação da fosfatidilinositol 3-cinase 

(PI3K) e, por conseguinte, a ativação da proteína cinase B (PKB / Akt) (Huang 

et al. 2010). Essencialmente, a Akt exerce um papel fundamental na 

manutenção da integridade cardiomiocitária, em face de diversas condições 

estressoras no coração, como o próprio infarto do miocárdio e hipertrofia 

cardíaca. Assim, através da inibição da via PI3K/Akt, a biodisponibilidade do 

fator de transcrição FOXO3a aumenta, assim como a expressão dos seus 

alvos, como o receptor CD95L, também conhecido como FasL, da família de 

receptores de TNF-α, conhecido por promover apoptose (Huang et al. 2010). 
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Outrossim, é possível que o aumento na expressão de FasL pela testosterona 

também envolva a via da p38MAPK (Sharov et al. 2003). Por conseguinte, em 

face do aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias no microambiente 

cardíaco, promovida pela testosterona diante da injúria de isquemia/reperfusão, 

o aumento na expressão de FasL torna-se, potencialmente, importante no 

desenvolvimento da área de infarto.  

Apesar das observações supracitadas, poucos estudos se dispuseram a 

estudar a vias de sinalização atreladas ao aumento da área de infarto em 

decorrência da sobrecarga de EA, na referida condição. Dentro deste contexto, 

o estudo conduzido por Marques-Neto e colaboradores destaca a redução na 

expressão dos canais para potássio sensíveis à ATP (Katp), após 

administração crônica de EA na fase adulta (Marques Neto et al. 2013). 

 A priori, o canal Katp atua como um sensor metabólico e, portanto, 

mediante redução da razão na biodisponibilidade intracelular de ATP / ADP, o 

poro do canal é aberto e favorece o efluxo de potássio. Como corolário deste 

evento, o potencial de ação sarcolemar é, significativamente, reduzido, o que, 

presumivelmente, reduz a sobrecarga sarcoplásmica de cálcio durante a 

isquemia (Suzuki et al. 2003). Isto decorre do fato de que em potenciais de 

membrana mais negativos, a atividade dos canais para cálcio tipo L voltagem-

dependnetes é menor. Consequentemente, a reduzida expressão destes 

canais, após administração crônica de EA, atenua a resiliência em face da 

injúria de isquemia/reperfusão, comprovada através do modelo ex vivo em 

aparato de Langendorff (Marques – Neto et al., 2013). No entanto, ainda são 

necessários muitos esforços no intuito de se caracterizar, precisamente, as vias 

de sinalização moduladas pelos EA que estão envolvidas no desdobramento 

do infarto do miocárdio. 

 

6.4. COMPROMETIMENTO DAS PROPRIEDADES MECÂNICAS 

CARDÍACAS 
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 Tendo em vista que a administração de EA, ao longo da adolescência, 

provocou aumento da massa cardíaca e da área de infarto, é presumível que 

as propriedades mecânicas também sejam prejudicadas. Deveras, a 

recuperação da pressão desenvolvida pelo VE foi, significativamente, reduzida 

no grupo EA. Essencialmente, a pressão desenvolvida consiste na diferença 

entre as pressões sistólica e diastólica, ou seja, a redução na PDVE pode 

decorrer tanto da redução na pressão sistólica, quanto do aumento na pressão 

diastólica. Assim, foi observado que, nas condições desenvolvidas neste 

estudo, os animais do grupo EA apresentaram aumento significativo da 

pressão diastólica final, em comparação ao grupo controle, sem alterações 

relevantes concernentes à pressão sistólica, durante a reperfusão.  

A despeito da ausência de alterações em relação à pressão sistólica, a 

recuperação da velocidade de contração, mensurada através da primeira 

derivada de pressão máxima, foi, significativamente, menor após o tratamento 

com testosterona, ao longo da reperfusão. De maneira similar, a recuperação 

da dP/dt mínima foi, significativamente, atenuada nos corações dos ratos do 

grupo EA. Além disso, a própria dP/dt mínima basal mostrou-se atenuada no 

grupo EA. Diversas evidências clínicas sugerem que disfunções diastólicas, 

amiúde, precedem a hipertrofia cardíaca clinicamente detectável. Além disso, a 

própria redução da propriedade luzitrópica do coração aumenta, por si, a 

morbimortalidade cardiovascular. Portanto, é possível que a hipertrofia 

cardíaca observada neste estudo seja o corolário, dentre outros fatores de 

risco, da redução na função diastólica do coração, constituindo, assim, 

diferentes fases da doença cardiovascular contínua. Em contraste com as 

nossas observações, a administração crônica de EA, per se, ao longo da fase 

adulta, não foi capaz de afetar os parâmetros supracitados, significativamente, 

em diversos estudos (Chaves et al. 2006; Penna et al. 2011; Marques Neto et 

al. 2013).  

 Efetivamente, nenhuma relação causa-efeito foi demonstrada no intuito 

de se elucidar mecanismos atrelados ao déficit nas propriedades mecânicas do 

coração no grupo EA. Neste contexto, a hipertrofia cardíaca é um dos 

principais riscos à função mecânica do coração, independente do possível viés 

adaptativo. Como já foi mencionado anteriormente, dentre as características 
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inerentes ao remodelamento cardíaco provocado pelos EA, destaca-se o 

aumento na deposição de colágeno e hipertrofia concêntrica (Rocha et al. 

2007; Franquni et al. 2013). Além disso, a testosterona, em nível basal, confere 

maior desorganização na disposição das fibras musculares cardíacas (Pavón et 

al. 2012). À vista das alterações supracitadas, as propriedades viscoelásticas 

do coração são, significativamente, prejudicadas, de modo que a pressão 

diastólica é, primariamente, elevada e, assim, o enchimento ventricular é 

comprometido. Subsequentemente, isto favorece a redução no débito sistólico, 

assim como no débito cardíaco. Em contrapartida, outros estudos também 

observaram hipertrofia cardíaca sem, contudo, estar associada à disfunção 

mecânica, após administração crônica de EA (Chaves et al. 2006; Marques-

Neto et al. 2014). Deste modo, é possível que o remodelamento cardíaco 

evocado pelos EA seja importante, porém, não seja o único fator necessário 

para a depreciação da função mecânica cardíaca. 

Em conjunto com a mudança no fenótipo cardíaco, as alterações no 

metabolismo e no arcabouço celular cardiomiocitário também contribuem para 

o comprometimento da função mecânica cardíaca, neste contexto. 

Particularmente, a testosterona, em nível basal, estimula o metabolismo 

glicolítico, em cardiomiócitos, através do aumento na expressão de GLUT, via 

cinase dependente de monofosfato de adenosina cíclico e da cinase 

dependente de cálcio-calmodulina (Wilson et al. 2013). Assim é possível 

observar aumento na produção de energia. Por outro lado, em doses 

suprafisiológicas, é possível observar lesões mitocondriais e sarcoméricas no 

miocárdio, o que sugere alterações nocivas no metabolismo energético e na 

capacidade de encurtamento do sarcômero, em cardiomiócitos de roedores, 

após administração crônica de EA na fase adulta (Appell et al. 1983). Deste 

modo, são necessários mais estudos para caracterizar os eventos bioquímicos 

atrelados ao metabolismo energético cardiomiocitário, em modelos de 

sobrecarga de esteroides anabólicos e, assim, concatenar novos horizontes em 

relação às disfunções cardíacas atreladas a este modelo.  

A priori, a própria área de infarto também contribui, de maneira 

proeminente, na redução da performance contrátil do coração. Neste contexto, 

observa-se uma estreita correlação negativa entre o tamanho da área de infarto 
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e a PDVE, provavelmente devido ao aumento da pressão diastólica final 

(Pfeffer et al. 1992). Esta correlação é vista, principalmente, em áreas de 

infarto acima de 47% da área total do VE, mas também pode ser notada em 

áreas de infarto moderadas (31 – 46%) (Pfeffer et al. 1992).  

Os mecanismos associados à perda da capacidade contrátil, em função 

da área de infarto, remetem desde a perda de substrato contrátil, per se, isto é, 

a morte de cardiomiócitos, até o desenvolvimento de resposta inflamatória no 

miocárdio preservado. Diversas moléculas pró-inflamatórias favorecem o 

comprometimento do encurtamento de fibras cardiomiocitárias, em parte, 

devido à estimulação da cinase regulada por sinalização apoptótica (ASK), via 

espécies reativas de oxigênio. Assim, ASK fosforila a troponina T, o que 

provoca a desensibilização da maquinaria sarcomérica (Woldbaek et al. 2003). 

No entanto, da mesma forma que a hipertrofia cardíaca, estudos 

precedentes mostram que, a despeito do aumento na área de infarto provocado 

pelos EA, o desempenho contrátil do VE não é, significativamente, afetado 

(Penna et al. 2011). Novamente, estas divergências enaltecem a influência das 

diferentes propriedades farmacocinéticas entre os fármacos utilizados neste, e 

nos demais estudos. Como a testosterona é convertida em DHT, enquanto a 

nandrolona é convertida em metabólitos menos ativos, é provável que os 

efeitos provocados pela testosterona sejam mais agressivos.  

Além disso, a relação idade – tratamento fica, novamente, em evidência, 

diante das divergências com os estudos conduzidos somente ao longo da fase 

adulta. Supostamente, é possível que a administração de EA durante a 

adolescência seja, proeminentemente, mais capciosa à integridade funcional 

do sistema cardiovascular, ao longo da fase adulta, após desdobramento da 

injúria de isquemia/reperfusão, já que as propriedades mecânicas foram, de 

maneiral geral, mais afetadas do que em estudos conduzidos em adultos.  

 

6.5 REPROGRAMAÇÃO GÊNICA FETAL 
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 Junto ao desenvolvimento de hipertrofia descompensada, o coração 

também sofre um processo de reprogramação gênica fetal, em face de 

estímulos estressores. Frequentemente, este processo é caracterizado por 

aumento na maquinaria enzimática atrelada ao metabolismo glicolítico, redução 

da maquinaria enzimática associada ao metabolismo lipídico, aumento da 

expressão dos peptídeos natriuréticos, atrial e cerebral (BNP) (Razeghi et al. 

2001). Além disso, diante do déficit no desempenho mecânico observado em 

diversos modelos de hipertrofia cardíaca, especialmente redução na tensão 

ativa e na velocidade de encurtamento fibrilar, propôs-se a correlação destas 

alterações com a atividade ATPásica da miosina, localizada nas cadeias 

pesadas deste molécula (MHC). 

 Originalmente, a molécula da miosina é composta por um par de MHC e 

dois pares de cadeias leves. No coração, é possível observar três padrões 

diferentes em relação à expressão das MHC, V1, V2 e V3, que diferem em 

relação à combinação das isoenzimas α e β. Em sua essência, V1 consiste na 

expressão do padrão αα, V2, em αβ, enquanto V3 refere-se à expressão do 

padrão ββ. Em seres humanos, a composição das MHC no miocárdio 

ventricular apresenta prevalência da isoforma β (Miyata et al. 2000). Em 

contrapartida, em roedores, a isoforma α prevalece (Izumo et al. 1987). 

A despeito destes padrões pré-estipulados, diversos estímulos pró-

hipertróficos, endógenos e exógenos, são capazes de alterar a expressão das 

isoformas α e β. Em geral, o hipertireoidismo, o exercício, a gestação, 

frequentemente consociados ao padrão de hipertrofia, frequentemente 

denominada na literatura como fisiológica, aumentam a expressão gênica e 

proteica de MHCα, em roedores (Izumo et al. 1987). Isto, então, confere maior 

velocidade na atividade ATPásica da miosina o que, por sua vez, favorece o 

aumento na velocidade e força de encurtamento dos cardiomiócitos.  

Em contrapartida, a MHCβ, prevalente somente na fase fetal da vida em 

roedores, confere maior economia energética na geração de força, visto que a 

integral tensão-tempo para força por ciclo de ponte cruzada é superior. Apesar 

desta virtude, diversos modelos de “hipertrofia patológica” são caracterizados 

pelo aumento na expressão gênica e proteica da isoforma β, associado à 
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redução na expressão da isoforma α, concomitantemente à queda no 

desempenho contrátil (Izumo et al. 1987; Ueta et al. 2012).   

No presente estudo, foi demonstrado, pela primeira vez, que a 

sobrecarga de EA favorece, condizente com a hipertrofia cardíaca patológica, o 

desenvolvimento da reprogramação gênica fetal, haja vista a prevalência na 

alteração da expressão gênica de MHCβ sobre MHCα, observada nos 

corações do grupo EA. De fato, esta referida mudança na programação gênica 

corrobora as disfunções mecânicas observadas no presente estudo, em 

especial a redução na dP/dt máxima.  

 Os mecanismos condizentes com a reativação gênica fetal, após 

sobrecarga de EA, ainda não foram descritos. Contudo, diversos estudos 

relatam que a orquiectomia aumenta a razão da expressão gênica de 

MHCβ/MHCα em cardiomiócitos, em contrapartida à redução neste parâmetro 

mediante reposição da testosterona, sendo os dois padrões dependentes da 

redução e aumento, respectivamente, na expressão gênica de MHCα e MHCβ 

(Gustafson et al. 1987; Morano et al. 1990; Calovini et al. 1995; Golden et al. 

2004).  

Em contraste, não foi observada alteração no padrão de expressão 

gênica da MHCα no presente estudo. Por conseguinte, sugere-se que o 

estabelecimento da prevalência na alteração da expressão de MHCβ em 

corações de ratos Wistar adultos, no nosso modelo, não remete ao efeito direto 

da ativação dos receptores androgênicos, mas sim aos demais estímulos pró-

hipertróficos iniciados pelos EA, como a hiperatividade do SRAA (Okoshi et al. 

2004).   

Em contrapartida às observações em relação à MHC, não foi observada 

alteração na expressão gênica de BNP entre os grupos experimentais. 

Notavelmente, a expressão gênica de BNP é, frequentemente, aumentada em 

corações hipertróficos, especificamente em casos de hipertrofia 

descompensada, ao nível clínico e experimental (Luchner et al. 2000; Francis 

et al. 2001). Por outro lado, a transição da hipertrofia descompensada para a 

compensada é caracterizada pela normalização da expressão do mRNA de 

BNP cardíaco. Por conseguinte, é provável que a hipertrofia cardíaca 
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observada neste modelo não seja tão agressiva a ponto de alterar a expressão 

gênica de BNP, ou mesmo que já esteja sendo revertida. 

 

6.6 COMPROMENTIMENTO DAS PROPRIEDADES ELÉTRICAS 

CARDÍACAS 

 

 Uma das principais causas de óbito, durante a reperfusão cardíaca, é o 

desenvolvimento de episódios arrítmicos que, por sua vez, favorecem a 

ocorrência de assitolia e morte súbita. Desta maneira, qualquer evento que, 

porventura, aumente a incidência de episódios arrítmicos, na condição 

supracitada, confere riscos proeminentes à higidez do paciente. Clinicamente, 

as arritmias mais graves envolvem perturbações nas propriedades elétricas 

ventriculares, de modo a afetar, criticamente, o débito cardíaco, como 

taquicardia / flutter ventricular e fibrilação ventricular.  

 Neste contexto, de acordo com índice de severidade de arritmias, 

observou-se que a sobrecarga crônica de EA em ratos Wistar machos, ao 

longo da adolescência, favorece, relevantemente, a incidência de arritmias 

graves, durante a reperfusão cardíaca, em corações isolados, ao longo da fase 

adulta. Aparentemente, esta é a primeira vez em que o consumo de EA é 

concatenado à maior incidência de episódios arrítmicos, ao longo da injúria de 

isquemia/reperfusão.   

 De maneira geral, a hipertrofia cardíaca, per se, favorece o 

desdobramento de perturbações eletrofisiológicas miocárdicas e, assim, de 

episódios arrítmicos fatais (Levy et al. 1987). A princípio, estas perturbações 

são sustentadas por alterações morfológicas, como a maior deposição de 

colágeno na matriz extracelular e a hipertrofia dos cardiomiócitos. O colágeno 

atua como um isolante elétrico no microambiente cardíaco e, assim, provoca o 

desacoplamento elétrico dos cardiomiócitos, fazendo com que o coração deixe 

de funcionar como um sincício (Saba et al. 2005; Almaas et al. 2013). A 

hipertrofia de cardiomiócitos, por sua vez, aumenta a dispersão do impulso 

elétrico, observando-se prolongamento do intervalo QT, além de aumento na 
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amplitude do complexo QRS, sendo ambos preditores de mortalidade 

(Oikarinen et al. 2004).   

 Ademais, a ingerência fisiopatológica peculiar dos EA sobre as 

propriedades elétricas do sarcolema configura um risco a parte concernente ao 

desenvolvimento de arritmias. Fundamentalmente, a testosterona, per se, 

favorece o aumento da corrente pelo LTCC, através dos receptores nucleares, 

e inibição da mesma corrente, agudamente, de maneira não-genômica (Er et 

al. 2007). Além disso, a exposição crônica de ratos Wistar a doses 

suprafisiológicas de EA reduz, sobremaneira, a expressão de subunidades do 

canal para a corrente de potássio Ito (Kv1.4; Kv4.3; KChiP2), de modo que é 

possível observar prolongamento do potencial de ação, mensurado em 90% de 

duração e, consequentemente, maior duração do intervalo QT, em 

cardiomiócitos (Medei et al. 2010). Consequentemente, os riscos de ocorrência 

de pós-despolarizações precoces, assim como de Torsades de pointes e 

fibrilação ventricular são, significativamente, elevados. 

Outros possíveis mecanismos arritmogênicos presentes nas síndromes 

cardiovasculares provocadas pelos EA envolvem, essencialmente, o aumento 

da atividade do SRAA, da inflamação no microambiente cardíaco e, 

principalmente, o aumento da atividade simpática, sendo possível observar, 

aumento da frequência cardíaca basal em ratos Wistar adultos, após 

tratamento crônico com EA (Hassan e Kamal 2013). Presumivelmente, a maior 

área de infarto encontrada nos corações dos ratos do grupo EA também 

favorece aumento na incidência de arritmias graves. Essencialmente, devido à 

maior perda de cardiomiócitos no grupo EA, a condução elétrica através do 

miocárdio é, supostamente, mais afetada pelas alterações elétricas 

sarcolemares, além do reconhecido desacoplamento das junções gap no 

miocárdio isquêmico.   

 

6.7 EXPRESSÃO GÊNICA DAS PROTEÍNAS RELACIONADAS AO CÁLCIO 
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Fisiologicamente, o cálcio é fundamental para a contração cardíaca, 

através da interação com a troponina C, o que permite a acoplamento entre 

actina e miosina. No entanto, ao longo da injúria de isquemia/reperfusão, a 

sobrecarga deste íon favorece diversas alterações perniciosas às propriedades 

elétricas e contráteis do cardiomiócito, além de iniciar cascatas de sinalização 

pró-apoptóticas. Desta forma, levando em consideração e reduzida dP/dt 

mínima basal no grupo EA, além do déficit na recuperação do desempenho 

mecânico e da maior incidência de arritmias cardíaca no grupo EA, é possível 

que os EA interajam com a maquinaria celular atrelada ao balanço do cálcio.  

Fundamentalmente, em níveis basais, a testosterona modula, 

positivamente, a força de contração dos cardiomiócitos, através da inibição da 

fosfolambam e, assim, maior ativação da SERCA2a (Witayavanitkul et al. 

2013). Por outro lado, a sensibilidade do receptor para rianodina (RyR) ao 

cálcio é elevada em ratos orquiectomizados (Witayavanitkul et al. 2013). Além 

disso, estudos mostram que a testosterona inibe, alostericamente, o LTCC, in 

vitro, de forma semelhante ao nifedipino (Hall et al. 2006).  

A despeito da aludida alteração engendrada pela testosterona na 

atividade da SERCA2a e na sensibilidade do RyR, não foram observadas 

diferenças significativas a respeito das expressões gênicas dos mesmos, no 

presente estudo. Embora esta observação indique ausência de participação 

destas moléculas neste modelo, os seus respectivos papeis, no contexto 

abordado por este estudo, não devem ser descartados. É possível que a 

interação dos EA com SERCA2a e RyR se dê ao nível pós-transcricional e, 

deste modo, não seria detectado pelo PCR-RT. Não obstante, é essencial 

analisar outros alvos relacionados ao balanço do cálcio, como o LTCC, 

fosfolambam, NCX e a bomba sarcolemar de cálcio. 

Neste contexto, sabe-se que as ROS são capazes de modular a 

atividade de diversas proteínas através de reações de oxidação/redução, o que 

culmina na alteração da atividade enzimática sem, porém, alterações 

quantitativas na biodisponibilidade proteica. De fato, o peróxido de hidrogênio é 

capaz de oxidar resíduos de cisteína, inclusive na SERCA2a, favorecendo a 
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redução na atividade desta enzima, o que é revertido pelo aumento da 

biodisponibilidade da catalase (Qin et al. 2013). 

Enfim, pouco se sabe a respeito dos efeitos da sobrecarga de EA na 

cinética do cálcio, em cardiomiócitos, de modo que são necessários mais 

estudos para elucidar este aspecto das síndromes cardiovasculares 

provocadas pelos fármacos em questão. Por outro lado, através do presente 

estudo, é possível constatar que não há ingerência significativa no âmbito 

transcricional da SERCA2a e RyR, o que, por sua vez, enaltece outros 

mecanismos de fisiopatológicos engendrados pelos EA.  

 

6.8 ESTRESSE OXIDATIVO: POSSÍVEL EPICÊNTRO 

   

Diversos estudos destacam o papel crítico desempenhado pelas ROS 

nas disfunções cardiovasculares, como hipertrofia, arritmogênese e injúria de 

isquemia/reperfusão. Tendo em vista que a administração crônica de EA, na 

fase adulta, atenua a atividade de enzimas antioxidantes (Chaves et al. 2006), 

é possível que as ROS sejam importantes, talvez o epicentro, dos prejuízos 

nas propriedades elétricas e mecânicas, até mesmo na área de infarto, 

observados nos animais após sobrecarga de EA.  

Deste modo, pela primeira vez, a atividade de enzimas envolvidas na 

síntese de ROS no microambiente cardíaco foi estudada, após administração 

crônica de EA. Funcionalmente, as enzimas da família Nox catalisam a 

oxidação do NADPH e, subsequentemente, redução do oxigênio, gerando 

ânion superóxido (Guzik et al. 2006). Por partilharem grande parte da 

sequência de aminoácidos, as enzimas da Duox também promovem a referida 

reação. Contudo, por apresentarem uma porção peroxidase, no domínio N-

terminal, as Duox também são capazes de catalisar a redução do ânion 

superóxido em peróxido de hidrogênio. Além disso, entre o domínio homólogo 

às NOX e o domínio N-terminal, as Duox apresentam domínios de regulação 

do cálcio, o qual explica, em parte, porque a sobrecarga de cálcio aumenta a 

síntese de ROS (Ameziane-El-Hassani et al. 2005).  
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No entanto, não foi observada nenhuma alteração nas atividades de 

NOX e DUOX em corações de ratos Wistar adultos, após sobrecarga crônica 

de EA na fase adolescente. Por outro lado, isto não reduz a importância da 

ingerência fisiopatológica modulada pelas ROS nas disfunções 

cardiovasculares provocadas pelos EA, tão pouco na injúria de 

isquemia/reperfusão.  

Outra possibilidade envolve a alteração na maquinaria antioxidante, visto 

que já foi observado, previamente, redução nas atividades da SOD e GPX em 

corações de ratos Wistar adultos, em modelo de isquemia/reperfusão de 

corações isolados, após administração crônica de EA (Chaves et al. 2006). 

Corroborando esta observação, expressão gênica e proteica de SOD1 no 

coração de ratos Wistar adultos, em modelo de isquemia/reperfusão de 

corações isolados, aumenta sobremaneira, após submissão à orquiectomia, 

sendo estes eventos revertidos pela administração de testosterona e DHT 

(Huang et al. 2010).  

Em contraste, a expressão gênica das isoformas de SOD 1, 2 e 3, assim 

como GPx 1 e 3, não foram alteradas pela sobrecarga de EA, em comparação 

ao grupo controle, após a reperfusão cardíaca, no presente estudo. Por 

conseguinte, estes achados erguem, novamente, ponderações a respeito de 

diversos fatores peculiares ao modelo utilizado pelo presente estudo. 

Fundamentalmente, esta foi a primeira vez na qual as expressões gênicas de 

SOD e GPx em corações de ratos Wistar adultos foram avaliadas após 

sobrecarga de propionato de testosterona, mas em especial ao longo da 

adolescência, após indução da injúria de isquemia/reperfusão.  

A redução na atividade de SOD e GPx observados por Chaves e 

colaboradores, após sobrecarga de decanoato de nandrolona em ratos Wistar 

adultos, pode ser decorrente da redução na biodisponibilidade, assim como da 

redução na atividade catalítica, per se, das referidas enzimas, sem, 

necessariamente, envolver a maquinaria transcricional. Desta maneira, os 

fatores idade, abordagem terapêutica e o tipo de análise molecular devem ser 

levados em consideração na comparação destes estudos. Assim, é possível 
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que as atividades de SOD e GPx sejam afetadas no modelo utilizado pelo 

presente estudo, em contraste ao que foi observado no âmbito transcripcional.  

 Contrariando as observações supracitadas, a expressão gênica da 

catalase foi, significativamente, reduzida após a reperfusão no grupo EA. 

Corroborando este achado, o nível sérico de testosterona, assim como a 

administração crônica de propionato de testosterona, está negativamente 

correlacionado à atividade da catalase em corações de ratos Wistar adultos 

(Sadowska-Krępa et al. 2011). Por outro lado, a exposição crônica de ratos 

Wistar adultos ao decanoato de nandrolona não surtiu efeito na atividade da 

catalase, após a reperfusão de corações isolados (Chaves et al. 2006).  

A catalase exerce um papel chave na homeostase celular ao converter o 

H2O2 em O2 e H2O. Neste contexto, o peróxido de hidrogênio contribui, 

criticamente, para a extensão da injúria de isquemia/reperfusão. A princípio, 

camundongos trangênicos que apresentam hiperexpressão da catalase 

demonstram redução de até 40% na área de infarto, enquanto a recuperação 

da função contrátil é cerca de 300% maior do que animais controle, em modelo 

de isquemia/reperfusão global em corações isolados através do aparato de 

Langendorff (Li et al. 1997). Além disso, ao longo prazo, a redução da 

biodisponibilidade de H2O2 está correlacionada com a redução na expressão de 

genes proinflamatórios e profibróticos, além da redução na expressão de 

colágeno 1A (Pendergrass et al. 2011). 

Não obstante aos efeitos sobre o remodelamento cardíaco, a incubação 

de cardiomiócitos em meio com peróxido de hidrogênio aumenta, 

significativamente, a concentração intracelular de cálcio, através da interação 

com a SERCA2a, receptores de rianodina e trifosfato de inositol (Wang et al. 

1999).  Assim, a perfusão de corações isolados com 0,1 – 0,5 mmol/L de H2O2 

provoca redução da PDVE, da dP/dt máxima e mínima (Wang et al. 1999). Em 

face da indução da injúria de isquemia/reperfusão, em corações isolados, a 

perfusão dos corações com H2O2 prejudica a recuperação da PDVE, em virtude 

do aumento na pressão distólica ventricular, assim como das velocidades de 

contração e relaxamento, ao longo da reperfusão (Myers 1998).  



 
 

71 
 

Com base nas observações anteriores, é possível enaltecer o papel 

crítico do peróxido de hidrogênio na menor resiliência observada nos corações 

do grupo à injúria de isquemia/reperfusão. Embora a relação causa-efeito não 

tenha sido o foco do presente estudo, a menor expressão gênica da catalase 

ratifica a hipótese excogitada, isto é, de que o estresse oxidativo ocorre 

concomitantemente à maior susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão 

em corações de ratos Wistar adultos, após sobrecarga de EA ao longo da 

adolescência.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 Com base nos resultados obtidos no presente estudo, observou-se, pela 

primeira vez, que a administração crônica de EA, durante a fase adolescente 

de ratos Wistar, aumenta, sobremaneira, a susceptibilidade à injúria de 

isquemia/reperfusão na fase adulta, em modelo de coração isolado, através do 

aparato de Langendorff. Essencialmente, a administração de EA, per se, 

favoreceu o desenvolvimento de hipertrofia cardíaca, marcada por reativação 

do padrão de expressão gênica fetal, ilustrado pelo aumento na razão 

MHCβ/MHCα. Consonante com estes padrões, fenotípico e genotípico, 

cardíacos, observou-se maior reatividade vascular nos anéis de aorta isolados 

dos animais do grupo EA.   

 Mediante submissão à isquemia global, os corações do grupo EA 

desenvolveram áreas de infarto superiores, o que, por sua vez, ratifica a 

hipótese do aumento na susceptibilidade à injúria de isquemia/reperfusão, após 

administração de EA na fase adolescente. Condizente com o desenvolvimento 

de hipertrofia, reprogramação gênica fetal e maior área de infarto, o 

desempenho mecânico cardíaco, ao longo da reperfusão, também foi, 

relevantemente, prejudicado no grupo EA. Precisamente, a recuperação da 

pressão diastólica final foi significativamente atenuada, conduzindo a PDVE a 

valores inferiores ao grupo controle. Ademais, a recuperação das velocidades 

de relaxamento e contração, durante a reperfusão, também foram, 

relevantemente, reduzidas pela testosterona. No entanto, estas alterações não 

foram acompanhadas de veriações na expressão gênica de SERCA2a e RyR. 

Enfim, os corações de ratos previamente tratados com propionato de 

testosterona, ao longo da adolescência, também apresentaram maior 

susceptibilidade ao desenvolvimento de episódios arrítmicos, através da maior 

incidência de batimentos ventriculares prematuros, taquicardia/flutter ventricular 

e fibrilação ventricular, em comparação com o grupo controle.  

Concomitante às disfunções mecânicas e elétricas cardíacas, observou-

se maior susceptibilidade ao estresse oxidativo no coração de ratos tratados 

com EA na adolescência, ainda  que de forma modesta, ilustrada pela menor 
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expressão gênica de catalase. Contudo, são necessários mais estudos para 

elucidar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas síndromes 

cardiovasculares engendradas pelos EA, particularmente, na injúria de 

isquemia/reperfusão, e especialmente na condição de consumo ao longo da 

adolescência.  
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