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RESUMO 
 
PAPEL DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NA CARDIOPROTEÇÃO INDUZIDA 
PELO EXERCÍCIO: EFEITOS DELETÉRIOS DO USO DO ANABOLIZANTE 
DECANOATO DE NANDROLONA 
 

Tem sido mostrado que o exercício é capaz de diminuir o risco das doenças do 
sistema cardiovascular. Associado ao exercício tem sido encontrado o uso 
indiscriminado de altas doses de anabolizantes com fins estéticos ou ergogênicos. 
Apesar dos efeitos detetérios das altas doses de anabolizantes para o sistema 
cardiovascular, pouco se sabe sobre o impacto do uso destas substâncias sobre a 
cardioproteção a eventos isquêmicos promovida pelo exercício. Deste modo, este 
trabalho teve como objetivo inicial avaliar o impacto do uso de altas doses do 
anabolizante decanoato de nandrolona (DECA) nas injúrias cardíacas geradas 
pelo insulto de isquemia-reperfusão (I/R) em ratos sedentários ou treinados. 
Posteriormente foram investigados os efeitos do treinamento e do uso do DECA 
sobre as defesas antioxidantes e sobre algumas enzimas do metabolismo 
energético durante a I/R cardíaca. Para tal, foram utilizados ratos Wistar machos, 
divididos aleatoreamente em 4 grupos: sedentários controle (SC), sedentários 
tratados com DECA (SD), treinados controle (TC) e treinados tratados com DECA 
(TD). O período experimental teve a duração de dez semanas, sendo que nas oito 
semanas finais foi iniciada a administração de DECA (10mg/kg) ou de veículo 
uma vez por semana. Os grupos treinados foram submetidos ao exercício 
realizado em esteira ergométrica durante dez semanas. Ao término deste período, 
os animais foram sacrificados, os corações retirados e submetidos ao protocolo 
de I/R. A função contrátil foi avaliada durante o protocolo de I/R e a área de infarto 
foi mensurada ao final do experimento. Em uma etapa posterior do estudo, a 
atividade das enzimas antioxidantes e de algumas enzimas do metabolismo 
energético foram avaliadas ao final do período do controle, da isquemia e da 
reperfusão. Os animais TC apresentaram menor área de infarto e melhor 
recuperação da função contrátil frente aos demais grupos. O grupo TC 
apresentou maior atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) que os demais grupos, acarretando em um 
menor estresse oxidativo tecidual. Também foi encontrado um aumento da 
atividade da hexocinase (HK) e da transferência dos elétrons dos complexos I ao 
III cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria (CI-III) nos ratos TC, 
acarretando em um melhor suprimento energético durante a isquemia e 
possivelmente durante o início da reperfusão. Os efeitos benéficos do treinamento 
foram abolidos pelo tratamento com DECA. Concluímos que a cardioproteção 
induzida pelo exercício está relacionada com aumento da capacidade antioxidante 
enzimática, resultando em uma diminuição do estresse oxidativo tecidual, 
associado  a maior capacidade de ressíntese de ATP durante a isquemia e talvez, 
no início da reperfusão. Estas adaptações foram impedidas pelo uso do DECA 
nos animais TD, explicando a maior disfunção contrátil e lesão tecidual 
encontrada neste grupo ao término do insulto de I/R. 
Apoio Financeiro: CAPES, CNPq, FAPERJ 
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ABSTRACT 
 
ROLE OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES ON EXERCISE INDUCED 
CARDIOPROTECTION: NEGATIVE EFFECTS OF NANDROLONE DECANOATE 
TREATMENT  
 
It has been previously reported that physical activity can reduce the risk of 
cardiovascular diseases. Anabolic steroids are used with the aim of better 
performance or muscle mass improvement, despite all advices about their 
deleterious effects to cardiovascular system. The protective effects of exercise in 
ischemic events are well known, however, the association between exercise and 
high doses of anabolic steroid in cardiac ischemia/reperfusion (I/R) events are 
poorly understood. The aim of this study was evaluate the effects of exercise and 
high doses of anabolic steroid in I/R injuries in isolated rat hearts. At the second 
phase of this study, we have investigated some mechanisms involved in 
cardioprotection, such as the activities of antioxidant enzymes and some enzymes 
of energy metabolism during control, ischemia and reperfusion periods. Male 
Wistar rats were randomly assigned in a sedentary vehicle group (SC), a 
sedentary DECA group (SD), a trained vehicle group (TC), and a trained DECA 
group (TD). Experimental period consisted in ten weeks; during the last eight 
weeks the animals were treated with 10mg/Kg body weight of DECA or vehicle 
(peanut oil with 10% of benzyl alcohol). Trained groups were exercised in a 
treadmill for ten weeks. At the end of the experimental period, the rats were 
sacrificed, their hearts extrated and submitted to global I/R insult. Developed 
pressure were registered during all experimental period, and at the end of the I/R 
and ischemic areas were evaluated. The activities of antioxidant and energy 
metabolism enzymes were measured at the end of control, ischemia and 
reperfusion periods. The exercised rats (TC) showed improved contractile function 
after reperfusion, lower infarct size and increased antioxidant enzyme activities 
than all the other groups. In the TC group both hexocinase and the complex I to III 
electron transference of mitochondrial electron transport chain were increased at 
ischemia period when compared with SC, SD and TD. These results showthat 
exercise training significantly decreases the I/R damage in the heart. The 
mechanisms related to this protection involve an improvement of antioxidant 
enzyme activities and energy metabolism enzymes that were abolished by chronic 
administration of DECA to trained rats. 
Financial support: CAPES, CNPq, FAPERJ.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. AS DOENÇAS DO SISTEMA CARDIOVASCULAR COMO UM PROBLEMA DE 

SAÚDE PÚBLICA 

 As doenças do sistema cardiovascular têm crescido consideravelmente nas 

últimas décadas em todo o mundo, implicando em um grande gasto público com o 

sistema de saúde (American Heart Association Statistica Update, 2002; Laurenti, 

1982; Laurenti et al, 2000). No Brasil, as doenças cardiovasculares representam a 

principal causa de mortalidade, contribuindo com cerca de 32,5% de todos os óbitos 

(Ministério da Saúde, 2006). No período de janeiro de 1995 a junho de 2005, 

segundo dados do Ministério da Saúde, 10,34% do total de internações registradas 

foram por doenças do aparelho circulatório, correspondendo a 17,37% dos gastos. 

Dentre as principais doenças cardiovasculares, o grupo das doenças isquêmicas do 

coração parece ser o segundo mais prevalente, responsável por 30,4% dos óbitos 

(Ministério da Saúde, 2006).  

 As doenças cardiovasculares são um problema endêmico resultante de uma 

série de alterações hormonais, metabólicas e estruturais, podendo envolver ativação 

excessiva do sistema nervoso simpático, hipercortisolemia, aumento do colesterol 

plasmático e aterosclerose (Rozanski et al., 1999; Powers, 2003). Tais alterações 

são provenientes do somatório de vários fatores como estilo de vida sedentário, má 

alimentação (dieta rica em gordura saturada e gorduras animais), tabagismo, 

problemas psicológicos e sociais (tais como depressão, ansiedade, isolamento 

social e estresse crônico), dentre outros (Rozanski et al., 1999; Powers, 2003). 

Contudo, vários trabalhos têm mostrado que este quadro pode ser amenizado ou 

até evitado através da prática de atividade física moderada e da aquisição de uma 

dieta balanceada (MRFIT Reserch Group, 1982; WHO European Collaborative 

Group, 1986; Berlin & Colditz, 1990; Lee et al., 1995; Welin et al., 1995; Rozanski et 

al., 1999; Blom et al., 2003; Powers, 2003). 
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1.2. ISQUEMIA/REPERFUSÃO COMO MECANISMO GERADOR DE LESÕES 

NAS DOENÇAS CARDIOVASCULARES 

 

 A isquemia-reperfusão (I/R) cardíaca representa um importante problema 

clínico associado a procedimentos cirúrgicos como a trombólise, a angioplastia e 

o transplante. É caracterizada pelo impedimento temporário do fluxo sanguíneo, 

devido à formação de trombos, a placa aterosclerótica ou ao colabamento de um 

vaso, resultando em uma isquemia tecidual (Dhalla et al, 2000). A isquemia é 

caracterizada por um quadro de escassez no suprimento de O2 e pode ocorrer de 

forma rápida e transitória, ativando mecanismos protetores. Quando a isquemia 

persiste por um período mais longo, pode culminar em danos celulares irreparáveis 

e morte celular (Semenza, 2000a). Assim que o fluxo sanguíneo é restabelecido, 

seja por evento fisiológico ou por intervenção cirúrgica, é iniciado o período de 

reperfusão. Quanto maior o período de isquemia, maior a gravidade das injúrias 

teciduais encontradas na reperfusão. Dentre os distúrbios desencadeados pela I/R 

encontramos as arritmias cardíacas, as lesões microvasculares, o atordoamento 

(que é a perda da função contrátil) do miocárdio com disfunções mecânicas 

reversíveis e a morte celular em último estágio. É importante ressaltar que estes 

eventos podem ocorrer separadamente ou agrupados (Dhalla et al, 2000).  

 Durante a isquemia, a queda no suprimento de O2 acarreta em déficit na 

produção de ATP e aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS – 

detalhes de como essas espécies são geradas encontra-se no tópico 2.1 do texto). 

Como a principal via responsável pelo suprimento energético no músculo cardíaco é 

a via aeróbia, a ressíntese de ATP desse tecido é prejudicada devido à diminuição 

progressiva dos níveis de O2. Há uma sobrecarga do metabolismo glicolítico, 

tentando suprir as necessidades celulares, culminando em acúmulo de lactato, e 

conseqüente diminuição do pH intracelular. Apesar da sobrecarga na via glicolitica, 

esta não é capaz de fornecer o ATP necessário para manutenção das funções 

basais da célula, resultando na queda dos níveis de ATP. A diminuição dos níveis 

de ATP comprometem o funcionamento de ATPases, como a Na+-K+ ATPase 

presentes na membrana plasmática e a Ca2+-ATPase da membrana plasmática e do 

retículo sarcoplasmático, acarretando na perda do potencial de membrana e 

aumento dos níveis de Ca2+ intracelulares. Corroborando com este quadro de 

estresse, a acidose intracelular ativa o trocador Na+-H+, levando ao aumento dos 
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níveis intracelulares de Na+. O aumento do Na+ intracelular faz com que o trocador 

Na+-Ca2+ funcione de maneira reversa (transportando Na+ para o meio extracelular e 

Ca2+ para o citosol), colaborando com a sobrecarga dos níveis citosólicos de Ca2+ 

(figura 1) observados durante a isquemia (Dhalla et al, 2000; Avkiran& Marber, 

2002; Paccher et al, 2006).  

 O estresse oxidativo (evento caracterizado por um desequilíbrio no balanço pró-

oxidante e antioxidante celular, favorecendo o estado pró-oxidante, acarretando em 

dano celular), e a sobrecarga do íon Ca+2, parecem ser os responsáveis pelas 

lesões geradas nos eventos de I/R. O estresse oxidativo causa a oxidação de 

substâncias antioxidantes endógenas, além da peroxidação de lipídeos e de 

proteínas, promovendo alterações da permeabilidade e da configuração das 

membranas e das funções celulares. Neste sentido, a redução da atividade da Ca2+-

ATPase e da Na+-K+ ATPase sarcolemais, causadas pelo estresse oxidativo e pela 

diminuição dos níveis de ATP, resultam em diminuição tanto do efluxo de Ca2+ 

quanto no aumento do influxo de Ca2+, respectivamente. A atividade da Ca2+-

ATPase do retículo sarcoplasmático (RS) também é prejudicada, impedindo que o 

Ca2+ seja recaptado para o RS, agravando a sobrecarga citossólica desse íon 

(Dhalla et al, 2000;  Droge, 2002). O aumento do Ca2+ intracelular durante a 

isquemia também atua potencializando os danos oxidativos na reperfusão através 

da conversão da enzima xantina desidrogenase (XDH) em xantina oxidase (XO), 

resultando na geração do radical superóxido (figura 2) (Pacher et al, 2006).  
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.     

Figura 1: Mecanismo pelo qual o trocador Na+-Ca+2 (TNC) atua contribuindo para a 
sobrecarga de Ca+2 encontrada na isquemia reperfusão. A - durante a normóxia a Na+-K+ 
ATPase atua promovendo o efluxo de Na+ e o influxo de K+ celular às custas da hidrólise de 
ATP, e o TNC trocando o Ca+2 intracelular pelo Na+ extracelular. Nesta condição o trocador 
Na+-H+ (TNH) encontra-se inativo. B – a isquemia promove diminuição dos níveis de O2 
citossólicos, compormetendo a ressíntese de ATP pelo metabolismo aeróbio, levando a 
diminuição progressiva nos níveis de ATP intracelular, impossibilitando a atividade da Na+-
K+ ATPase. Concomitantemente, há uma maior solicitação do metabolismo glicolítico, 
tentando manter os níveis de ATP celular, acarretando em diminuição do pH, e ativação do 
NHE (devido ao acúmulo de prótons) levando ao aumento do Na+ intracelular (Na+i). O 
aumento do Na+i faz com que o NCX funcione de modo reverso, trocando o Ca+ extracelular 
pelo Na+ intracelular, aumentando ainda mais os níveis de Ca+2 intracelular (adaptado de 
Avkiran & Marber, 2002). 
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Figura 2: Hipótese do agravamento das injúrias geradas pela isquemia reperfusão pela 
conversão da xantina desidrogenase (XDH) em xantina oxidase (XO). Durante a isquemia o 
gradiente transmembrana iônico é dissipado. O cálcio citosólico aumenta, ativando 
proteases que convertem irreversivelmente a XDH em XO. Ao mesmo tempo, o ATP celular 
é catabolizado, sendo acumulado na forma de hipoxantina. Durante a reperfusão, o oxigênio 
que foi restabelecido nas células, juntamente com a hipoxantina gerada durante a isquemia 
são utilizados pela XO produzindo o superóxido e peróxido de hidrogênio, agravando o 
quadro de estresse oxidativo iniciado durante a isquemia (adaptado de Pacher et al, 2006). 
 

 A conversão da XDH em XO pode acontecer de modo reversível, ou irreversível, 

dependendo do mecanismo. É reversível quando ocorre em condições de estresse 

oxidativo, onde algumas cisteínas da enzima são oxidadas mudando a atividade da 

mesma. É irreversível se é desencadeada pela atuação de proteases como a 

tripsina, quimiotripsina ou pancreatina (Berry & Hare, 2004). O papel da conversão 

da XDH em XO nas injúrias geradas na reperfusão foi proposto pela primeira vez 

pelo grupo de Grander (1981), em modelo de intestino. Segundo este trabalho, o 

catabolismo de ATP gerado pela ausência de oxigênio durante a isquemia, levaria 

ao aumento dos níveis de hipoxantina, que na reperfusão seria usada pela XO 

gerando superóxido (figura 3). Em outro estudo foi demonstrado que a XDH pode 

apresentar uma função NADH oxidase. Quando o pH celular cai para 6.5, achado 
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comum na isquemia, a XDH passa a exibir preferência para oxidação de NADH ao 

invés da xantina. Além disso, as concentrações de NADH costumam subir de 2-6 

vezes na isquemia o que poderia agravar a produção de superóxido via XDH. Outro 

achado interessante é que a taxa de formação de superóxido através da função 

NADH oxidase da XDH, é cerca de 4 vezes maior que a da XO, sugerindo que a 

conversão de XDH para XO não seria necessária para as injúrias da I/R mediadas 

pelo superóxido  (Berry & Hare, 2004). A importância da XO e do estresse oxidativo 

na lesão cardíaca foi confirmado posteriormente em estudos utilizando alopurinol, 

que é uma droga capaz de inibir a atividade da XO, e de antioxidantes (Brown et al, 

1988; Terada et al, 1991). Abordando particularmente o papel da XO, foi 

demonstrado em inúmeros trabalhos que o tratamento com inibidores da XO foi 

capaz de atenuar o estresse oxidativo e a disfunção ventricular desencadeados pela 

I/R (Brown et al, 1988; Terada et al, 1991; Berry & Hare, 2004; Paccher et al, 2006)  

 

1.2.1 Papel das Espécies Reativas de Oxigênio e Defesas Antioxidantes na I/R 

 

 Radicais livres são moléculas ou átomos cuja principal característica é possuir 

um ou mais elétrons desemparelhados em um de seus orbitais. Por conta desta 

instabilidade tendem a reagir com outras moléculas fazendo deles substâncias 

extremamente reativas. A formação das espécies reativas de oxigênio (ROS) pode 

ocorrer tanto por processos enzimáticos quanto não enzimáticos tais como: 

NAD(P)H oxidase, XO, lipooxigenase, ciclooxigenase, citocromo P450, NOS, 

peroxidases e complexos mitocondriais da cadeia respiratória (Dröge, 2002; 

Gutteridge, 1995;  Sen, 1995).  

 A hipóxia tecidual promovida pela isquemia desencadeia um aumento na 

formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) na mitocôndria. Este processo 

ocorre através do fluxo de elétrons nos quatro complexos da cadeia transportadora 

de elétrons da mitocôndria. Os complexos mitocondriais são as estruturas 

responsáveis por gerar o gradiente eletroquímico entre a matriz e o espaço 

intermembrana (figura 3), permitindo que o complexo V, conhecido como ATP 

sintase, funcione no sentido de produção de ATP a partir do ADP + Pi. O oxigênio 

(O2) é importante neste processo, pois atua como aceptor final de elétrons no 

complexo IV, permitindo o fluxo de elétrons nos complexos anteriores. A geração de 
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ROS ocorre através do “vazamento” desses elétrons, gerando o superóxido. A 

ausência ou a diminuição na concentração do O2 diminui a velocidade do fluxo de 

elétrons, aumentando a possibilidade de geração de ROS, além de diminuir o 

gradiente eletroquímico da mitocôndria promovendo a diminuição da produção de 

ATP pela ATP sintase. 

 O superóxido (O2
.-) é formado por várias vias celulares (figura 2, 4 e 5). Nos 

eventos de isquemia/reperfusão (I/R), em diferentes tecidos (como coração, cérebro, 

fígado, intestino, dentre outros), foi observado que as vias da XO e da cadeia 

transportadora de elétrons da mitocôndria são as fontes mais importantes geradoras 

de estresse oxidativo. A XO, como comentado anteriormente, oxida a hipoxantina ou 

a xantina em xantina ou ácido úrico, respectivamente, gerando o radical O2
.- (figura 

2). A produção de O2
.- na mitocôndria ocorre nos complexos I, II e III da cadeia 

transportadora de elétrons (figura 4). Tais complexos contêm vários centros redoxes 

que permitem o vazamento de elétrons para o O2. Por conta disso, cerca de 1-2% 

do oxigênio utilizado na mitocôndria forma o radical O2
.-, constituindo, desta forma, a 

maior fonte de O2
.- de diferentes tecidos (Dröge, 2002; Turrens, 2003, Lindford et al, 

2006, Pacher et al, 2006).  

 A partir do O2
.- podem ser formadas espontaneamente duas espécies não 

radicalares, o peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singlete (1O2), ou somente o 

H2O2 através da enzima superóxido dismutase (SOD) (figura 4 e 5). O H2O2 também 

pode ser produzido por enzimas como a urato oxidase, a glicose oxidase e a 

monoamino oxidase (Dröge, 2001; Gutteridge, 1995). As espécies radicalares mais 

reativas são formadas a partir da interação de metais de transição reduzidos (como 

os íons cobre e ferro) com o H2O2 formando o radical hidroxila (.OH). No entanto, na 

presença da glutationa peroxidase (GPx) ou da catalase, o H2O2 é convertido em 

espécies não reativas, como a glutationa oxidada (GSSG) e a água, no caso da 

GPx, ou água e oxigênio, no caso da catalase (figura 5). A enzima GPx necessita de 

glutationa na forma reduzida (GSH) para detoxificar tanto o H2O2 quanto peróxidos 

orgânicos. Desta forma, a glutationa redutase (GR) participa como enzima 

antioxidante acessória, reduzindo a GSSG em GSH às custas da oxidação do 

NADPH. Apesar de não participar diretamente da detoxificação de radicais livres, a 

GR exerce um papel fundamental, pois sua inativação ou diminuição de atividade 

pode interferir na manutenção dos níveis de GSH celular, acarretando na diminuição 
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da atividade ou até da inativação da GPx pela disponibilidade reduzida de substrato 

(Davies Jr et al, 2001; Dröge, 2001). 

 

 
 Figura 3: Papel do fluxo de elétrons na geração do gradiente eletroquímico necessário 
para a produção de ATP. Os elétrons entram na cadeia transportadora de elétrons no 
complexo I, através da oxidação do NADH ou do complexo II, pela oxidação do succinato 
em fumarato. Estes elétrons são transferidos para a coenzima Q (Q) que é reduzida de 
ubiquinona em ubiquinol. No Complexo III a Q é oxidada em semiquinona, transferindo seus 
elétrons para o citocromo C, que é oxidado no complexo IV, reduzindo o oxigênio em água. 
Na ausência de O2, o citocromo não é oxidado, congestionando o fluxo de elétrons nos 
complexos anteriores. O fluxo de elétrons na cadeia transportadora promove o 
bombeamento de prótons nos complexos I, III e IV, gerando um gradiente eletroquímico 
entre a matriz e o espaço intermembrana. Tal gradiente permite que os prótons retornem 
para a matriz através da ATP sintase, promovendo a síntese de ATP a partir do ADP e do Pi 
(adaptado de Lehninger, 2005). 
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Figura 4: Sítios de formação de superóxido na cadeia transportadora de elétrons da 
mitocôndria. Vários complexos respiratórios permitem o vazamento de elétrons do oxigênio 
(O2) produzindo o ânion superóxido (O2

-), que pode reduzir o citocromo C ou ser dismutado 
em peróxido de hidrogênio (H2O2). Aumentos nas concentrações O2

- podem promover 
aumentos nos níveis de peroxinitrito, ao interagir com o óxido nítrico. O H2O2, por sua vez, 
pode reduzir metais de transição produzindo o radical hidroxila (OH-). Tanto o peroxinitrito 
quanto o OH- são espécies extremamente reativas podendo interagir e danificar lipídeos, 
proteínas e DNA (adaptado de Turrens, 2003). 
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Figura 5: Vias de produção e detoxificação de ROS. O radical superóxido (O2
.-) é gerado a 

partir do oxigênio (O2) na mitocôndria ou através de enzimas como a xantina oxidase e a 
NAD(P)H oxidase. A partir do (O2

.-) é formado o peróxido de hidrogênio (H2O2) que é 
neutralizado por duas outras enzimas: A catalase, formando água (H2O) e  O2, como 
produtos; A glutationa peroxidase (GSH peroxidase), que as custas da oxidação da 
glutationa (forma reduzida - GSH) produz glutationa oxidada (GSSG) e água. A atividade da 
GSH peroxidase depende dos níveis de GSH. Estes são mantidos através da GSH 
redutase, que reduz a GSSH em GSH por meio da oxidação de NADPH em NADP 
(adaptado de Dröge, 2002). 

 A via não enzimática de neutralização das ROS é composta por substâncias 

com grande potencial redutor, cuja principal característica é que mesmo em baixas 

concentrações são capazes de prevenir ou retardar a oxidação de substratos 

oxidáveis celulares, tais como lipídeos, proteínas, carboidratos e DNA. Dentre os 

antioxidantes não enzimáticas encontramos substâncias como o ácido ascórbico, o 

α-tocoferol, a vitamina B6, o ácido dihidrolipoato e os tióis. Estes últimos, em 

particular, são formados por vários compostos protéicos e não protéicos contendo 

grupamentos sulfidril, tais como glicina, ácido glutâmico, tripeptídeo cisteína e GSH. 

O balanço redox dos tióis é importante, pois pode regular a atividade de várias 

enzimas e de canais (Sen, 1995). Por exemplo, a abertura do canal KATP 

mitocondrial é inibida por estados mais redutores, enquanto que o deslocamento 

desse balanço para estados mais oxidados favoreceria a abertura (Facundo et al, 

2006). Já a GSH seria capaz de bloquear a atividade da caspase, no processo de 

apoptose, porém em baixas concentrações, pode limitar a atividade da GPx, 
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prejudicando uma das importantes vias enzimáticas de detoxificação do H2O2 

(Davies Jr et al, 2001).  

 O balanço entre geração e detoxificação das ROS é um processo complexo 

dependente de múltiplas reações enzimáticas e não-enzimáticas, onde o perfil 

antioxidante é um ponto determinante para homeostase celular. Segundo a revisão 

de Sen (1995), o estado antioxidante celular, quando em equilíbrio, atua: 

1. Prevenindo a formação de ROS; 

2. Diminuindo o ataque das ROS, através da detoxificação dos metabólicos 

reativos em moléculas menos reativas; 

3. Evitando a conversão das ROS menos reativas (como o O2
.-) em mais 

reativas (como .OH); 

4. Reparando as lesões geradas pelas ROS, através da expressão de genes 

que codificam proteínas antioxidantes e de reparo celular; 

5. Providenciando um meio favorável para o funcionamento efetivo dos 

antioxidantes (mantendo níveis adequados de cofatores enzimáticos ou o 

estado redox celular). 

 A produção de espécies reativas e a relação delas com as defesas antioxidantes 

teciduais desempenham um importante papel na função celular. Apesar dos efeitos 

deletérios das ROS, seus níveis basais são importantíssimos. Vias celulares como 

as do óxido nítrico, da guanilato ciclase, do fator de crescimento epidermal (EGF), 

da apoptose, do NF-kB, do TNF-α dentre outros são ativadas por espécies reativas. 

Desta forma, as ROS regulam funções como: tônus vascular, angiogênese, 

expressão e síntese de proteínas e morte celular. Quando a produção de ROS 

supera a capacidade antioxidante e de reparo celular, ocorrem as lesões em 

lipídeos, proteínas e no DNA, podendo acarretar em morte celular (Sen, 1995; 

Dröge, 2001). A peroxidação lipídica promove perda da fluidez da membrana e do 

alinhamento dos receptores, culminando na lise celular. A lesão oxidativa em 

enzimas e proteínas pode gerar desde a inativação até a agregação, degradação e 

desnaturação das mesmas. Em ácidos nucléicos pode causar mutações 

carcinogênicas no DNA gerando particularmente 8-oxoguanina uma base 

nitrogenada altamente susceptível ao ataque radicalar (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

Os maiores responsáveis pelas lesões oxidativas teciduais são os radicais peroxil, 

hidroxila, e o superóxido. Além deles, aldeídos provenientes da oxidação e 
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degradação de ácidos graxos poliinsaturados também podem promover lesões 

oxidativas. Como exemplos dessas substâncias, encontramos o malondialdeído e o 

hidroxinonenal, atuando através de reação cruzada com lipídeos, proteínas e ácidos 

nucléicos (Machlin & Bendich, 1987). 

 

 1.3. CARDIOPROTEÇÃO: FENÔMENO, MECANISMOS INDUTORES E 

EFETORES  

 

 A capacidade de adaptação do coração a variados estresses, tornando-o 

mais resistente a injúrias isquêmicas é conhecido como cardioproteção. Ela pode 

ser proveniente de vários tipos de estresse, como curtos episódios isquêmicos 

(fenômeno conhecido como pré-condicionamento isquêmico – PC), exercício e 

choque térmico. A cardioproteção é um fenômeno complexo cujos mecanismos não 

estão totalmente elucidados. Apesar disso, sabe-se que é resultante da ativação e 

interação de numerosas cascatas de sinalizações celulares, síntese de proteínas e 

aumento da atividade de enzimas (Napoli et al., 2000; Benjamin & Christians, 2002; 

Hamilton et al. 2003). 

 O PC pode ser ativado por episódios isquêmicos de curta duração (cerca de 

5 minutos), causado por pequenos trombos que obstruem momentaneamente a 

circulação, por perfusão hipóxica, por estresse oxidativo (gerado por alta pressão de 

oxigênio), taquicardia, exercício, estresse mecânico (estiramento), altas 

temperaturas, agentes químicos (como hormônios e cálcio) e farmacológicos (Bolli, 

2000; Napoli et al, 2000; Power, 2003;  Zaugg et al, 2003). Ocorre em vários tecidos, 

como o coração, cérebro, medula espinhal, retina, fígado, pulmões e músculo 

esquelético, e apresenta duas janelas temporais de proteção. A primeira janela, a 

aguda, promove proteção de minutos até 2-3 horas após sua ativação e a segunda, 

também conhecida como tardia, surge somente depois de 12-24 horas perdurando 

até 3-4 dias (Bolli, 2000; Napoli et al., 2000; Zaugg et al, 2003).  

 Dentre os mecanismos responsáveis pela primeira janela de PC cardíaco 

(figura 4 – lado esquerdo), destacamos a ativação de receptores β-adrenérgicos, de 

receptores de opióides, de adenosina e de bradicinina (tipo B2). Tais receptores 

agem ativando a proteína G e conseqüentemente a proteína cinase C (PKC). A PKC 

modula canais de potássio sensíveis a ATP (KATP) sarcolemais e mitocondriais. Os 

canais KATP sarcolemais promovem hiperpolarização das células cardíacas, 
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diminuindo com isto o influxo de Ca2+ via canais de Ca2+ tipo L, presentes na 

membrana celular, amenizando a sobrecarga de Ca2+ citossólica. Uma outra via 

importante que atua na iniciação, mas não na manutenção do PC, é a da tirosina 

cinase (TK). Ela agiria de forma semelhante a da PKC, através da fosforilação de 

proteínas cinases ativadas por fatores mitogênicos (MAPK) (Napoli et al, 2000; 

Zaugg et al, 2003).  

 No que diz respeito ao papel específico da mitocôndria na primeira janela do 

PC, encontramos relatos de inibição do complexo I da cadeia transportadora de 

elétrons. Segundo Silva et al (2003), esta inibição atuaria aumentando a formação 

de ROS no período pré-isquemia, ativando os canais de KATP mitocôndrias, levando 

a diminuição da produção de ROS no período de reperfusão. Corroborando com 

esse estudo, Kowaltowski et al (2001) propôs que a abertura destes canais 

funcionaria diminuindo o inchamento, preservando a função e estrutura da 

mitocôndria, mantendo o transporte de ATP para o citossol e amenizando a perda 

das funções celulares durante a I/R. Nas revisões de Hoek et (2000) e de Zaugg et 

al (2003), encontramos que além das ROS, a PKC e o NO também seriam capazes 

de ativar os canais de KATP mitocondriais (figura 4A). Estes canais promoveriam o 

influxo de K+ para a matriz mitocondrial, levando a uma modesta despolarização da 

membrana interna. Embora pequena, a modesta despolarização seria capaz de 

atenuar o acúmulo de Ca2+ na mitocôndria através da diminuição da força iônica 

para captação deste íon. A diminuição do acúmulo de Ca2+ durante a isquemia 

melhoraria os níveis de ATP durante a I/R, prevenindo a abertura do poro de 

transição mitocondrial (PTP). A transição de permeabilidade mitocondrial é um ponto 

importante na fisiologia celular e é caracterizada pela abertura do PTP no modo de 

alta condutância, permitindo que solutos de até 1,5 kDa atravessem a  membrana 

interna da mitocôndria de forma não seletiva. Essa permeabilidade da membrana 

interna pode resultar na perda de componentes da matriz, no inchamento da 

membrana interna e conseqüentemente, ruptura das membranas externa e interna 

da mitocôndria (Weiss et al, 2003). Além da sobrecarga de Ca2+, a abertura deste 

poro pode ser estimulada tanto pela produção exacerbada de ROS, comumente 

encontrada no período de reperfusão (Weiss et al, 2003; Kowaltowiski et al, 2001). 

 A segunda janela de cardioproteção (figura 4 – B) pode ser estimulada pela 

isquemia, exercício, choque térmico e estimulação ventricular rápida. É comum 

relacionar a cascata desta janela a 3 componentes: 1) Iniciadores - espécies 
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moleculares geradas durante o primeiro episódio isquêmico dando início a resposta 

adaptativa; 2) Efetores (ou mediadores) - moléculas expressas no tecido de 24 a 72 

horas depois do evento, responsáveis pela proteção durante o segundo episódio 

isquêmico; 3) vias de sinalização ativadas pelos iniciadores, que culminam na 

expressão dos efetores (Bolli, 2000; Napoli et al., 2000). 

Dentre as moléculas envolvidas no PC tardio destacamos: 

- Iniciadoras: a adenosina, o óxido nítrico (NO), as ROS e os opióides (Bolli, 2000).  

- Efetores: a óxido nítrico sintase (NOS), e seus subtipos: endotelial (NOSe), 

induzida (NOSi) e neuronal (NOSn); a ciclooxigenase-2 (COX-2); a aldose redutase; 

as enzimas antioxidantes (superóxido dismutase (SOD), a catalase, a glutationa 

peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR); as proteínas de choque térmico 

(HSP) e os canais KATP (Bolli, 2000). 

- Sinalização: ativação de  cinases (PKC, TK, MAPK) e de fatores transcricionais, 

como o fator nuclear-κB, responsável pela expressão sustentada das proteínas 

geradoras do PC tardio (figura 4) (Bolli, 2000).  

Várias destas alterações também são encontradas em indivíduos e animais 

submetidos ao exercício, explicando assim a cardioproteção encontrada em 

praticantes de atividade física e atletas (Bolli, 2000; Powers, 2003).  

 A proteção à isquemia no PC tardio é dependente basicamente do aumento 

de proteínas protetoras e da síntese de NO (figura 4 – lado direito). O NO passa a 

ter um papel mais importante, devido ao aumento de sua síntese. Ele atua inibindo o 

influxo de Ca2+, antagonizando a estimulação dos receptores β-adrenérgicos, 

reduzindo a contratilidade e o consumo de O2 miocárdico, abrindo  os canais de 

KATP, ativando a COX-2 juntamente com a síntese de prostanóides. Outras enzimas 

associadas com o PC tardio são a aldose redutase, convertendo o sorbitol a glicose 

e detoxificando os aldeídos lipídicos; a Mn-SOD (cujo papel será abordado com 

mais profundidade posteriormente) reduzindo o estresse oxidativo; e a proteína anti-

apoptótica Bcl-2, dificultando o processo de apoptose celular (Zaugg et al, 2003).    

 



 15

Figura 6: Sinalização envolvida no pré-condicionamento (PC) cardíaco. Os componentes de 
sinalização descritos ilustram os mecanismos da primeira (A) e da segunda janela (B) do 
PC. ∆Ψ = potencial da membrana interna da mitocôndria; A1Red = aldose redutase; Bcl-2 = 
proteína anti apoptótica; Ca = canal de cálcio sarcolemal dependente de voltagem; DAG = 
diacilglicerol; COX-2 = ciclooxigenase tipo 2; NO =  óxido nítrico; eNOS = NO sintase 
endotelial; iNOS = NO sintase induzida; G-proteins = proteína G heteromérica; HSP27 e 
HSP70 = proteínas de choque térmico de 27 e de 70 kDa; IP3 = inositol trifosfato; IP3R = 
receptor de IP3; K = canais de KATP sarcolemais e mitocondriais; MnSOD = manganês 
superóxido dismutase (isoforma mitocôndrial); NF-Κβ = fator nuclear-Kβ;  PIP2 = fosfatidil 
inositol bifosfato; PKC = proteína cinase C; PLC/PLD = fosfolipases C e D; ROS = espécies 
reativas de oxigênio; RYR = canal de rianodina; SERCA2 = bomba de cálcio do retículo 
sarcoplasmático; SR = retículo sarcoplasmático (adaptado de Zaugg et al, 2003).  
  

 

1.3.1 Papel do Fator Induzido por Hipóxia-1 (HIF-1) na cardioproteção 

  

 O HIF-1 é composto por duas subunidades, HIF-1α e HIF-1β, expressos 

constitutivamente na maioria dos tecidos de humanos e de roedores. A quantidade 

de HIF-1α expressa no tecido é que determina a atividade do HIF-1. Em condições 

de hipóxia, o HIF-1α pára de ser hidroxilado, ubiquitinado e degradado. A 

estabilização desta proteína permite sua dimerização com a subunidade HIF-1β, que 

não é sensível a concentração de oxigênio, culminando no aumento da atividade do 

HIF-1. Com isto, genes que contém um ou mais sítios de ligação para o HIF-1 tem a 

expressão estimulada. Genes como os da eritropoetina, NOS induzida, fator de 
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crescimento vascular endotelial (VEGF), heme oxigenase 1, receptor α-adrenérgico, 

endotelina, transportadores de glicose 1 e 3, hexocinase 1 e 2; fosfofrutocinase, 

lactato desidrogenase e a adenilato cinase tem a transcrição estimulada pelo HIF-1 

(Semenza, 2000a;  Semenza, 2000b;  Wenger, 2002). 

 Muitos dos genes regulados pelo HIF-1 promovem a expressão de proteínas 

ligadas a mecanismos protetores da segunda janela do PC isquêmico, instigando 

sobre a possível participação do HIF-1 nesse fenômeno. Tal envolvimento foi 

confirmado por Cai et al (2003), ao demonstrarem que camundongos com 

deficiência de expressão de HIF-1α apresentavam maior área de infarto e menor 

recuperação da função contrátil cardíaca após o evento de isquemia reperfusão 

quando comparados a corações de animais selvagens também submetidos ao PC 

isquêmico. Posteriormente, em estudo feito com cloreto de cobalto (substância 

capaz de induzir respostas químicas semelhantes às encontradas na hipóxia) foi 

relatado proteção cardíaca as injúrias geradas pela I/R via ativação de HIF-1α, ROS 

e proteína ativadora 1 (AP-1) (Xi et al, 2004). Além disso, a ativação permanente do 

HIF-1 via silenciamento do gene da prolil-4 hidroxilase-2 (responsável pela 

degradação do HIF-1α) de roedores resultou em maior tolerância cardíaca ao 

evento de I/R, mostrando o importante papel protetor desempenhado por esse fator 

(Natarjan et al, 2006). 

 

1.4. O EXERCÍCIO COMO TERAPIA CARDIOPROTETORA 

 Vários pesquisadores têm demonstrado que a prática de atividade física, 

tanto moderada quanto intensa, promove alterações fisiológicas e estruturais em 

vários tecidos. Algumas delas seriam responsáveis pela diminuição da incidência e 

do risco de morte por doenças do sistema cardiovascular (Berlin & Colditz, 1990; 

Lee et al., 1995), melhora da qualidade de vida de indivíduos que apresentam 

quadros hipertensivos (Paroo et al., 2002) e por restaurar a contratilidade de 

miócitos de ratos que sofreram infarto do miocárdio (Zhang et al., 2000). 

 O papel protetor do exercício pode ser desencadeado por mecanismos tanto 

agudos (promovidos por uma única sessão de exercício) quanto crônicos (cuja 

proteção persiste por mais tempo e envolve alterações metabólicas, enzimáticas e 

iônicas). Apesar de não estar totalmente compreendido, os dados da literatura 
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apontam para um fenômeno multifatorial que culmina em diferentes graus de 

proteção, dependentes do tipo, da duração, da intensidade da atividade e do sexo 

do animal (Taylor et al.,1999; Hamilton et al., 2001; Powers et al., 2001; Yamashita 

et al., 2001; Paroo et al., 2002; Carson & Korzick, 2003; Hamilton et al., 2003; 

Korzick, 2003; Powers, 2003; Thorp et al, 2007). Dentre os mecanismos 

encontrados no estado da arte, destacamos: 

. Melhora da circulação colateral – aumento da vascularização, minimizando a área 

isquêmica efetiva durante a oclusão de uma artéria (McElroy et al., 1978; Powers, 

2003). 

. Indução da expressão de HSP – Previne a agregação de proteínas em condições 

de estresse e restaura a atividade de enzimas como a citrato sintase, no momento 

da remoção do estresse através de reparo das estruturas injuriadas. Promove a 

degradação das proteínas anormais, inibe a apoptose, aumenta a síntese de NO e 

protege o citoesqueleto (Benjamin & McMillan, 1998; Latchman, 2001). 

. Melhora da capacidade antioxidante tecidual – o aumento da expressão e da 

atividade de enzimas como a cobre-zinco superóxido dismutase, isoforma 

citossólica (CuZn-SOD); a manganês superóxido dismutase, isoforma mitocondrial 

(Mn-SOD); a catalase e a glutationa peroxidase. Essas enzimas agem na prevenção 

da lesão oxidativa nos lipídios, nas proteínas e no DNA, proveniente da grande 

produção de ROS encontrada nos episódios de I/R (Powers et al., 1993; Pereira, 

1994; Hamilton et al., 2003). 

. Indução da expressão de NOSi e NOSc – poderiam atuar na sinalização da PKC, 

ativando canais KATP, além de induzirem a expressão de HSP70, que também está 

correlacionada com a cardioproteção (Rakhit et al., 1999). 

  

 1.4.1. Exercício: Mecanismos Agudos de Cardioproteção 

   

 Sabe-se que pacientes com angina (dor no peito resultante de isquemia 

transitória do miocárdio) crônica apresentam menor tolerância ao exercício que 

indivíduos saudáveis. Foi mostrado que quando estes pacientes foram submetidos a 

duas sessões de exercício, sendo a segunda realizada 10 minutos após a primeira, 
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na segunda sessão foi encontrado aumento do limiar de isquemia e maior tolerância 

ao exercício. Porém, quando a segunda sessão foi realizada 24 horas após a 

primeira, tal achado não foi encontrado, sugerindo que o exercício estaria 

aumentando de forma temporária a tolerância cardíaca ao evento isquêmico (Tomai 

et al., 1999).  Estes dados concordam com estudos feitos em animais, nos quais 

uma única sessão de exercício foi capaz de reduzir a área de infarto e melhorar a 

recuperação da função contrátil pós-isquemia (Taylor et al., 1999; Yamashita et 

al.,1999; Yamashita et al., 2001). 

 Taylor et al. (1999) mostraram que corações isolados submetidos à isquemia 

24 horas após os animais terem sido submetidos a uma única sessão de exercício 

aeróbio apresentaram melhor recuperação da capacidade contrátil quando 

comparados a corações de ratos não submetidos ao exercício. Foi detectado 

aumento na expressão da HSP72, porém ela parece não ter sido a responsável pelo 

fenômeno, pois os animais submetidos ao exercício em ambiente frio apresentaram 

melhora da recuperação contrátil no período de reperfusão sem aumento 

significativo destas proteínas. Foi postulado que a cardioproteção poderia estar 

relacionada com a ativação da Mn-SOD, através da produção das ROS e das 

citocinas TNF-α e IL-1 induzidas pelo exercício (Yamashita et al., 1999).  

 No estudo de Yamashita et al (2001), uma única sessão de exercício foi 

capaz de aumentar a tolerância de corações isolados submetidos a isquemia 24 

horas após o exercício. Nestes corações foi encontrado menor área de infarto e 

melhor fluxo coronário no final da reperfusão. Tal proteção foi abolida quando os 

ratos foram tratados com inibidor seletivo de PKC, sugerindo que a ativação desta 

via estaria ligada a cardioproteção induzida pelo exercício. Buscando compreender 

a distribuição subcelular e a fosforilação dessas proteínas, Carson & Korzick (2003) 

demonstraram que logo após o exercício os níveis da PKCβI estavam diminuídos, 

enquanto os níveis da fosfo-PKCε, da PKCα e da PKCδ se apresentavam 

aumentados com relação aos animais sedentários. Quando os níveis destas 

proteínas foram medidos 24 horas após o exercício, foi registrada diminuição de 

31% da PKCδ e de 24% da PKCα em comparação ao grupo sacrificado logo após a 

atividade física. Isto sugere a participação da PKC no curso temporal dos diferentes 

graus de proteção promovidos por uma única sessão de exercício.   
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 1.4.2. Exercício: Mecanismos Crônicos de Cardioroteção 

 Dentre os mecanismos crônicos de proteção parece que alguns deles são 

ativados com poucas sessões de exercício, como ativação das SOD (Demirel et al., 

2001; Hamilton et al, 2001), enquanto outros precisam de mais sessões, como 

aumento da vascularização (McElroy et al., 1978; Powers, 2003). Além disso, 

também parecem ser influenciados pelo sexo do animal (Brown et al, 2005a; Throp 

et al, 2007; Chicco et al, 2007). 

 No que diz respeito às diferenças determinadas pelo sexo, Brown et al 

(2005a), relataram que fêmeas sedentárias apresentaram menor área de infarto e 

maior nível de SOD que machos. O exercício, apesar de não alterar a expressão de 

Mn-SOD, promoveu cardioproteção nos machos. Foi sugerido que o aumento da 

expressão do canal de KATP sarcolemal seria um dos mecanismos relacionados a 

maior proteção encontrada tanto no exercício (em ambos os sexos) quanto nas 

fêmeas. Throp et al (2007) mostraram que ratas fêmeas sedentárias e treinadas 

apresentavam valores similares de função contrátil durante a reperfusão. Em 

machos o mesmo não ocorreu: o efeito protetor foi observado somente no grupo 

treinado, gerando respostas contráteis semelhantes às encontradas nos grupos de 

fêmeas sedentárias e treinadas. Quanto aos mecanismos protetores, o conteúdo de 

Mn-SOD não diferiu entre os grupos e os níveis de HSP70 estavam aumentados 

somente nos grupos treinados. A NOSe apresentou diminuição no grupo de fêmeas 

treinadas com relação aos machos treinados, o que ainda não explicaria a proteção 

do grupo fêmea sedentária. Um possível mecanismo responsável por essa diferença 

e que corroboraria com achados anteriores foi relatado no trabalho de Chicco et al 

(2007), onde o bloqueio do canal de KATP sarcolemal fez como que a maior 

tolerância a eventos isquêmicos encontrados tanto no exercício quanto nas fêmeas 

sedentárias fossem abolidos. 

 Demirel et al. (2001) mostraram que ratos submetidos a três a cinco sessões 

de exercício apresentaram maior tolerância do tecido cardíaco a isquemia in vivo. 

Tal tolerância foi caracterizada por maior pressão desenvolvida pelo ventrículo 

esquerdo (PDVE), taxa de encurtamento (dP/dt+) e taxa de relaxamento muscular 

(dP/dt-) durante a isquemia e a reperfusão. Nestes tecidos, foi encontrado aumento 

da atividade da MnSOD, dos níveis de glutationa e da HSP72. Já no estudo de 

Hamilton et al. (2001) foi sugerido que o exercício promoveria cardioproteção em 
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ratos devido ao aumento das defesas antioxidantes deste tecido. Neste trabalho foi 

utilizado 1 hora de corrida (na intensidade de 70% VO2 máximo) em temperatura de 

25ºC ou de 8ºC durante três dias. Foi avaliada a tolerância do coração dos animais 

a isquemia regional (ligadura da artéria coronária descendente anterior) durante 20 

minutos in vivo. Os resultados revelaram que os grupos exercitados mantiveram 

valores mais altos de PDVE, de dP/dt+ e de dP/dt- que os animais sedentários 

durante o período de isquemia e de reperfusão, além de maior atividade da MnSOD 

e menor peroxidação de lipídeos. Os níveis de HSP90, HSP72 e HSP40 foram 

maiores no grupo exercitado a 25ºC, quando comparado ao sedentário e ao 

exercitado no frio (8ºC), porém a cardioproteção foi similar nos grupos exercitados. 

Apesar deste resultado, vários pesquisadores têm investido no papel protetor 

desempenhado pelas HSP, principalmente as de 72kDa (Powers et al, 1998; 

Demirel et al, 2001; Powers et al., 2001; Hamilton et al., 2003), sugerindo que elas 

poderiam estar envolvidas na cardioproteção gerada pelo exercício, sem descartar, 

no entanto, a participação de outras vias e fatores atuando conjuntamente. Marini et 

al (2007), propuseram que os animais treinados apresentaram menor área de 

infarto, elevação nos níveis de heme oxigenase-1 (HSP32), ciclooxigenase-2, 

HSP70/72, diminuição da HSP60 e da proteína 75 regulada por glicose (GRP75), 

indicando que a cardioproteção seria um fenômeno multifatorial. 

 Avaliando os efeitos do treinamento com maior curso temporal (exercício 

intenso durante 10 semanas), Bowles et al. (1992) encontrou maior débito cardíaco, 

nível de ATP e fosfocreatina, além de melhor fluxo coronário pós-isquemia em 

corações isolados de ratos. Powers et al. (1993), mostraram incremento da atividade 

da SOD no VE de ratas submetidas a diferentes intensidades de exercícios 

aeróbios. Posteriormente, o mesmo grupo demonstrou que animais treinados 

mantiveram um maior pico de pressão sistólica durante período de isquemia 

regional promovido pela oclusão da artéria coronária. Este maior pico de pressão 

estaria ocorrendo através da redução da peroxidação de lipídeos no VE dos ratos 

treinados, promovida pelo aumento da quantidade de tióis, de HSP72, da atividade 

da SOD, da PFK e da lactato desidrogenase (Powers et al., 1998). Dados 

semelhantes foram encontrados com 20 semanas de treinamento de endurance, 

utilizando modelo de isquemia regional.  Os animais treinados exibiram menor área 

de infarto, melhor função mecânica do VE durante a isquemia e melhor fluxo 

coronário na área isquêmica durante a reperfusão, condizente com a maior atividade 
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das enzimas Mn-SOD e CuZn-SOD (Brown et al., 2003). Apesar de todos os 

trabalhos mostrando o importante papel desempenhado pelas enzimas 

antioxidantes, Lennon et al (2004) relataram que a prevenção do aumento da 

expressão da MnSOD (via nucleotídeos antisenso), não alterou a proteção cardíaca 

induzida pelo exercício, sugerindo que essa via não seria essencial. Talvez, neste 

estudo, a proteção pudesse estar sendo compensada por outros mecanismos, tendo 

em vista o mosaico de alterações descritas até o momento. 

 Apesar de não ser o foco desta dissertação, é importante comentar sobre o 

papel de organelas celulares como a mitocôndria e o retículo sarcoplasmático (RS) 

na cardioproteção. Foram encontrados trabalhos nos quais a produção mitocondrial 

de ROS era inalterada (Marcil et al, 2006) ou reduzida (Starnes et al, 2007) em 

animais submetidos a exercício. O trabalho de Starnes et al (2007) sugere que a 

diminuição da produção de ROS na mitocôndria poderia explicar as menores lesões 

teciduais encontradas nos animais exercitados, mesmo quando estes não 

apresentam alterações nas defesas antioxidantes. Avaliando o impacto da inibição 

do canal de KATP na I/R, encontramos que os canais da mitocôndria não influíram na 

redução da área de infarto induzida pelo exercício, porém quando foi feito o mesmo 

com o canal de KATP sarcolemal a proteção foi totalmente abolida (Brown et al, 

2005b). Outro mecanismo avaliado devido a sua importância foi o poro de transição 

de permeabilidade mitocondrial. Marcil et al (2006) mostraram que o exercício foi 

capaz de reduzir a sensibilidade da abertura do poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial ao íon Ca2+. Com isto, as quantidades de Ca2+ necessárias para 

abertura do poro foram mais altas, dificultando a abertura e a conseqüente morte 

celular encontrada na I/R. 

 Focando nos efeitos protetores vasculares, há relato de menor acúmulo de 

Ca2+ no retículo sarcoplasmático (RS) da musculatura lisa coronária de animais 

treinados. Esse achado contribuiria com a menor resposta contrátil a agonistas 

vasoativos encontrada no exercício, através da diminuição da liberação de Ca2+ e/ou 

aumento do tamponamento do influxo de Ca2+ do RS (Stehno-Bittel et al,1990, 

1991). Em outro estudo, o treinamento de endurance foi capaz de promover 

diminuição da vasoconstrição dos vasos coronários de resistência após a isquemia 

reperfusão in vivo em ratos. Este achado estaria relacionado à preservada função 

contrátil e endotelial do miocárdio (Symons et al., 2000) que seria desencadeada 

pela diminuição do pico intracelular de Ca2+ (promovida por agonistas como a 
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endotelina-1) reduzindo as lesões pós-isquêmicas induzidas por esse íon 

(Underwood et al., 1994; Bowles et al., 1995; Bowles & Wamhoff, 2003). O exercício 

também parece interferir no influxo de Ca2+ (através de canais de Ca2+ tipo L) 

gerado pela endotelina, aumentando-o, apesar dos níveis mais baixos de Ca2+ 

intracelular e da menor resposta contrátil encontrados no músculo liso coronário. Os 

mecanismos que geraram esta resposta ainda não foram identificados, mas 

parecem ser independentes da captação de Ca2+ do RS ou do trocador Na2+/Ca2+ 

sarcolemal (Bowles & Wamhoff, 2003). Outro achado interessante foi que a menor 

resposta da musculatura lisa a endotelina seria dependente da ativação de canais 

de K+ (KCa e Kv). Tal fato foi confirmado por Jones et al. (1999), ao mostrarem que a 

menor resposta a endotelina nos animais treinados foi abolida pelo bloqueador não 

específico de canais de K+.  

  

   1.4.3. Outras Adaptações Fisiológicas ao Treinamento 

 

 Dentre as alterações promovidas pelo treinamento que seriam relevantes 

para este trabalho, encontramos hipertrofia do VE (De Maria et al., 1978; Trifunovic 

et al., 1995; Burelle et al, 2004) associado com aumento do diâmetro diastólico final 

do VE no exercício aeróbio (De Maria et al., 1978; Pelliccia et al, 1999), aumento do 

peso normalizado do coração e do VO2 máx, maior pico de pressão sistólica 

ventricular e magnitude da curva de Frank-Starling (Bowles et al., 1992). Também 

foi demonstrada melhora da função cardíaca e indução de α-miosina de cadeia 

pesada em ratos após 13 semanas de exercício (Jin et al, 2000).  O treinamento 

anaeróbio em humanos promoveu aumento da atividade glicolítica e oxidativa da 

musculatura exercitada (caracterizada pelo aumento da atividade das enzimas 

hexocinase, fosfofrutocinase, citrato sintase, succinato desidrogenase e malato 

desidrogenase). Além disso, o pico de força, o trabalho total em 30 segundos e o 

VO2máx sofreram aumentos devido ao treinamento (Macdougall et al., 1998). 

 No que diz respeito ao peso corporal, as alterações dependem do tipo, da 

duração e do sexo do animal. No trabalho de Woodiwiss et al. (2000), animais 

submetidos ao exercício espontâneo por 13 semanas não apresentaram ganho de 

peso quando comparados aos animais controles (sedentários). Porém, em estudos 

que utilizaram protocolos em esteira ergométrica durante 20 semanas foi relatado 
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aumento do peso, através do ganho de massa magra (Jew & Moore, 2002; Brown et 

al., 2003).  Em outros protocolos com duração de cerca de 10 semanas foi mostrada 

diminuição (Jin et al., 2000) ou manutenção do peso corporal (Bowles et al., 1992; 

Powers et al, 1998).  

  

1.5. ESTERÓIDES ANABÓLICOS: ORIGEM E EFEITOS COLATERAIS 

 

 O isolamento da molécula de testosterona foi feito por Laqueur a partir de 

extratos testiculares em 1935. A síntese e caracterização deste hormônio 

ocorreram no mesmo ano por grupos de pesquisadores europeus (Bricout, 2000; 

Shahidi, 2001). Após a descoberta dos seus efeitos androgênicos, responsáveis 

pelo desenvolvimento do trato reprodutivo masculino e de características sexuais 

secundárias, e dos efeitos anabólicos, estimulando a fixação de nitrogênio e a 

síntese protéica, foi postulado o potencial terapêutico do componente anabólico 

da testosterona no tratamento de doenças com quadros de catabolismo. A partir 

deste momento começaram a ser desenvolvidas moléculas derivadas da 

testosterona, buscando-se isolar o efeito anabólico. Infelizmente, o máximo 

conseguido foram moléculas com maior efeito anabólico e reduzido androgênico 

(Shahidi, 2001). 

 A atividade anabólica dos derivados da testosterona (chamados 

posteriormente de esteróides anabólicos) foi manifestada primariamente pela 

ação miotrópica, resultando em aumento de massa e de força muscular. 

Associado a estes, também foram descritos efeitos androgênicos estimulatórios 

no cérebro, resultando freqüentemente em euforia e aumento da agressividade. 

Estes efeitos anabólicos e androgênicos estimulatórios levaram a difusão do uso 

não médico dos esteróides anabólicos (EA) por atletas de todos os níveis, assim 

como por usuários “recreativos” de drogas (Celotti & Negri, 1992;  American 

Academy of Pediatrics, 1997; Shahidi, 2001).  

 Os relatos iniciais da utilização da testosterona por esportistas datam de 

1950 (Bricout, 2000). Em 1977 e 1984 o uso alarmante de EA e os riscos médicos 

associados a este, foram assunto de reuniões do American College of Sports 

Medicine e em 1989 do American Academy of Pediatrics. A partir daí o uso 

dessas substâncias foi condenado, mesmo reconhecendo que poderiam 

aumentar a força muscular (Celotti & Negri, 1992). Posteriormente, como resposta 
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ao problema de manufatura clandestina e venda ilegal de EA, em 1990 o 

Congresso dos Estados Unidos aprovou uma legislação tornando os EA 

pertencentes à classe III de substâncias controladas, entrando esta em vigor em 

fevereiro de 1991 (Shahidi, 2001).  

 Os EA atuam em tecidos como o ósseo, adiposo, musculatura esquelética 

e cardíaca, próstata, cérebro, fígado e rins, desempenhando diferentes funções. 

Em vários tecidos, a testosterona age como um pró-hormônio, onde a 5α-redutase 

citoplasmática o transforma na molécula ativa 5α-dihidrotestosterona, que possui 

uma alta afinidade pelo seu receptor. Nos músculos cardíaco e esquelético, a 

própria testosterona se liga ao seu receptor, com grande afinidade, ativando-o. 

Esses hormônios podem se ligar a receptores presentes na membrana celular 

(mecanismo rápido, não genômico) ou atravessar a mesma, devido ao seu 

arcabouço lipossolúvel, atuando em receptores citoplasmáticos e/ou nucleares 

(mecanismo clássico, genômico) cujos efeitos e sinalização serão discutidos 

posteriormente (Brann et al., 1995; Bricout, 2000; Griffin, 2000; Schimidt et al., 

2000; Shahidi, 2001).  

 

1.5.1. Efeitos não genômicos dos EA: alterações comportamentais 

 

 O estudo dos efeitos não genômicos no cérebro são importantes porque 

auxiliam na explicação das mudanças comportamentais encontradas em usuários 

de EA. Em cérebros de ratos, foi demonstrado que a injeção de testosterona 

promoveu alterações nas respostas neuronais como aumento da freqüência de 

disparos de neurônios do hipotálamo lateral, hipotálamo anterior e núcleo septal. 

Em gatos, esta molécula não alterou a atividade cerebral, mas ao infundir 

androsterona ou androstanediol foi observada uma supressão da mesma. Os 

dados da literatura apontam para uma dependência da resposta neuronal em 

função da subpopulação de neurônios estudada (Brann et al., 1995). 

 As respostas agudas, cujos mecanismos acabamos de comentar, podem 

resultar em hiperatividade central noradrenérgica promovendo irritabilidade, 

ansiedade, insônia, mialgia, náusea, vômitos, taquicardia, hipertensão, piloereção, 

calores, suor, depressão e vontade de ingerir a droga (dependência) (Brann et al., 

1995; Schmidt, 2000).  
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 1.5.2. Efeitos Genômicos dos EA 

 

 Após o hormônio atravessar a membrana lipídica ele se liga ao seu 

receptor específico, formando um complexo que é transportado por difusão 

passiva para o núcleo, onde atua modulando a síntese de RNAm e 

conseqüentemente a de proteínas (Bricout, 2000). 

 Os efeitos anabólicos da testosterona e de seus derivados são mais 

observados na musculatura esquelética e cardíaca. No coração, freqüentemente 

promove uma hipertrofia, principalmente do ventrículo esquerdo (VE). As 

modificações na composição das células miocárdicas foram evidenciadas pelo 

aumento da dimensão dos miócitos, fragmentação miofibrilar e destruição focal 

dos discos intercalares. Também foram encontradas alterações das respostas 

hemodinâmicas, tais como perda da eficácia da bomba cardíaca e da função 

diastólica (Bricout, 2000). Foi relatada a diminuição da fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo em estudo feito com cães treinados tratados com esteróides 

anabólicos (EA) (Ramo et al., 1987). Apesar disto, Thompson et al. (1992) 

mostraram que levantadores de peso tratados com EA não apresentavam 

alterações de freqüência cardíaca, pressão arterial e dimensões cardíacas 

(diâmetro diastólico da cavidade ventricular esquerda, espessura septal, 

espessura da parede posterior e massa do miocárdio). No músculo esquelético, o 

ganho de massa parece ocorrer através do aumento do arcabouço protéico dos 

elementos sarcoplasmáticos. Um ponto que é importante a se ressaltar, é que 

essas alterações dependem de uma combinação de tratamento, exercício 

(principalmente os de força) e dieta hiperprotéica (Bricout, 2000).   

  

 1.5.3. Superdosagem de EA: melhora do desempenho e da beleza física 

versus a perda silenciosa da saúde do corpo 

 

 O uso indiscriminado e acima das doses terapêuticas de esteróides 

anabólicos tais como o decanoato de nandrolona, oxandrolona, oximetolona e 

stanozolol tem sido utilizado por atletas, buscando melhora da performance, e por 

praticantes de atividade física, almejando perda de peso ou ganho de massa 

muscular com menor tempo e esforço tem sido foco de muitos estudos (American 
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and Academy of Pediatrics, 1997). As doses utilizadas variam entre as 

recomendadas com fins terapêuticos até valores de 10 a 200 vezes superiores a 

elas (Burkett & Falduto, 1984; American Academy of Pediatrics, 1997).  

 Desde que os anabolizantes foram sintetizados, múltiplos trabalhos foram 

feitos, sendo seus resultados muitas vezes antagônicos. Alguns reportaram que 

estas drogas não geravam ganho de força ou de massa muscular tanto em 

animais quanto em homens jovens e saudáveis (Trifunovic et al., 1995; Phillis et 

al., 2000). Porém, também foram encontrados relatos de caso e estudos com 

animais apontando para um incremento na massa muscular utilizando-se doses 

suprafarmacológicas de EA (Cowan & Kicman, 1997; Wodiwiss et al, 2000).  

 Múltiplos efeitos colaterais foram relatados com a superdosagem de EA. 

Dependendo da dosagem, do indivíduo e do tempo de tratamento, as alterações 

podem ser irreversíveis e podem afetar diferentes tecidos (Paavonen, 1994; Ajayi 

et al., 1995; Hughes et al., 1995; Melchert & Welder, 1995; Ferrández et al., 1996; 

American and Academy of Pediatrics, 1997; Dickerman et al., 1997; Gazvani et 

al., 1997; Wu, 1997; Bricout, 2000; Petersen & Hoffman-Goetz, 2000; Shahidi, 

2001). No sistema cardiovascular foi reportado aumento do colesterol; diminuição 

do HDL-C (colesterol de alta densidade), devido à supressão da atividade da 

lipase endotelial hepática; aumento do LDL-C (colesterol de baixa densidade) e 

da agregação plaquetária; trombose; cardiomiopatias; infartos do miocárdio; 

acidentes vasculares cerebrais e embolia pulmonar (Paavonen, 1994; Ajayi et al., 

1995; Melchert & Welder, 1995; American and Academy of Pediatrics, 1997; 

Dickerman et al., 1997; Wu, 1997; Bricout, 2000; Shahidi, 2001). 

 No sistema reprodutor, em homens, houve casos de diminuição dos níveis 

de hormônio luteinizante e folículo estimulante, acarretando na diminuição da 

produção endógena de testosterona. Também foi relatado diminuição da 

espermatogênese e atrofia testicular, infertilidade, oligo ou azoospermia, 

impotência, hipertrofia da próstata, carcinoma prostático e ginecomastia. Em 

mulheres foram encontrados casos de amenorréia e infertilidade, devido à 

supressão do eixo hipotalâmico-pituitário-gonadal, atrofia uterina, aumento do 

clitóris, atrofia dos seios, teratogenicidade, virilização e engrossamento da voz. 

Em crianças pode ocorrer o fechamento prematuro das epífises ósseas, aumento 

da taxa de rupturas e lesões musculares, além de retardo do crescimento linear 

(Gazvani et al., 1997; Wu, 1997; Shahidi, 2001). Outros achados comuns são a 
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hiperceborréia, a acne (devido à infecção dos canais e das glândulas sebáceas), 

o edema, o crescimento de pêlos no corpo e na face, a calvície e o tumor de Wilm 

no aparelho urinário (Wu, 1997; Shahidi, 2001).  

 No fígado, houve relatos de lesões celulares, tumores benignos e 

malígnos, hepatoadenomas, hepatocarcinomas, aumento nos níveis de enzimas 

como a lactato desidrogenase, a aspartato aminotransferase e a alanina 

aminotransferase e peliose hepática (patologia caracterizada por múltiplos 

pequenos cistos hemorrágicos distribuídos randomicamente pelo parênquima do 

fígado) (American and Academy of Pediatrics, 1997; Wu, 1997; Shahidi, 2001). 

Também foram descritos quadros de diminuição da tolerância à glicose e 

imunossupressão (caracterizada pela diminuição dos níveis de IgA, IgM e IgG, 

além de prejuízo na mobilização de linfócitos). Outro achado comum foi a hepatite 

B ou C e o HIV, devido ao freqüente uso compartilhado de seringas (Hughes et 

al., 1995; Ferrández et al., 1996; Wu, 1997; Petersen & Hoffman-Goetz, 2000).  

 Em estudos comportamentais foram encontrados casos de irritabilidade, 

aumento da agressividade, euforia, depressão, aumento da libido, psicose, vício, 

dependência e mudanças de humor (Wu, 1997; Shahidi, 2001). 

 

1.5.4. Decanoato de Nandrolona (DECA): síntese e metabolização 

 

 O EA nandrolona foi sintetizado entre 1950 e 1953. Surgiu a partir da 

substituição do átomo de hidrogênio no grupamento metil do carbono 19 da 

testosterona, criando um novo centro assimétrico no carbono 10, responsável 

pela maior taxa anabólica e menor androgênica da droga (figura 7). Seus 

principais metabólicos são a 3-norandrosterona, um 5α-derivado e a 2-

noreticholanolona, um 5β-derivado. Estudos in vivo mostraram que a nandrolona 

também pode ser convertida a estradiol, mas sua aromatização é apenas 20% da 

encontrada com a testosterona (Shahidi, 2001). 
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Figura 7: Estrutura de molécula da testosterona (esquerda) e do seu análogo, decanoato de 
nandrolona – DECA (direita) (adaptado de Shahidi, 2001). 

 

 

1.6. EXERCÍCIO E ANABOLIZANTES: A SAÚDE VERSUS A DOENÇA 

 

 Os benefícios dos EA em atletas ainda são motivo de controvérsias. Phillis 

et al. (2000) mostraram que o tratamento com DECA durante 15 dias na dose de 

20mg/Kg/semana não foi suficiente para promover hipertrofia ou alterar a 

atividade elétrica ou a função ventricular de corações de ratos. Já Trifunovic et al. 

(1995), utilizando tratamento com DECA na dose de 5mg/Kg, 2 vezes por semana 

em ratos, encontrou aumento do peso normalizado do coração, redução do peso 

corporal, do peso absoluto do coração e da concentração plasmática de 

testosterona. Também foi constatado que os ratos tratados com DECA 

apresentaram diminuição da complacência e da performance cardíaca. Apesar 

disso, outros trabalhos mostraram melhora da performance atlética, caracterizada 

pelo aumento de força e de massa muscular esquelética e cardíaca, com o uso de 

doses suprafisiológicas de vários EA (Karhunen et al., 1988; Griggs et al., 1989; 

Bhasin et al., 1996; Cowan & Kicman, 1997; Sullivan et al., 1998), além de maior 

tolerância ao exercício de levantamento de peso (Tamaki et al., 2001). Tal tolerância 

também foi reportada aos exercícios de alta intensidade e pode estar ligada ao 

aumento dos níveis de HSP72, encontrada nos músculos de contração rápida, mas 

não nos de contração lenta, em ratos treinados tratados com doses suprafisiológicas 

de DECA (González et al., 2000). Também foi relatado aumento da capacidade 

aeróbia em exercícios de endurance com o uso de EA, porém os mecanismos 

responsáveis por essa melhora não foram comentados (Lamb, 1989). 
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 O tratamento com DECA na dose de 3,75mg/Kg promoveu um aumento na 

tolerância ao exercício com peso, em ratos Wistar. Foi encontrada maior resistência 

à fadiga e capacidade de exercer trabalho (intensidade de exercício), além da 

melhor taxa de síntese protéica durante a recuperação e menor lesão muscular 

após sessão de levantamento de peso nos ratos tratados (Tamaki et al., 2001). 

Woodiwiss et al (2000) demostraram que ratos treinados tratados com doses de 

10mg/Kg de DECA apresentaram hipertrofia patológica do miocárdio (caracterizada 

por maior diâmetro do VE em pressões de 0mmHg) quando comparado aos 

treinados controle e aos sedentários controle e DECA, porém menor espessura 

relativa do VE quando comparados aos animais treinados controles em pressões 

diastólicas finais fisiológicas (valores entre 0-8mmHg). Também foi encontrada 

menor complacência do VE, não relacionada à quantidade ou ao tipo de colágeno 

da câmara no grupo sedentário com DECA.  

 O uso de EA foi correlacionado com a incidência de mortes súbitas e infartos 

do miocárdio em atletas e em praticantes eventuais de atividade física. Dentre as 

alterações relatadas que poderiam explicar tanto a morte súbita quanto o infarto 

encontramos alterações elétricas na repolarização, avaliadas indiretamente através 

da medição do intervalo e da dispersão do QT do ECG, aterosclerose, formação de 

trombos, vasoespasmos provenientes de alteração no sistema do NO e lesões 

diretas nas células miocárdicas (Paavonen, 1994; Ajayi et al., 1995; Melchert & 

Welder, 1995; American and Academy of Pediatrics, 1997; Dickerman et al., 1997; 

Wu, 1997; Stolt et al., 1999; Bricout, 2000; Shahidi, 2001; Halvorsen et al, 2004). 

Além disso, Du Toit et al (2005), mostraram que doses suprafisiológicas de DECA 

aumentaram a suceptibiliadade do miocárdio a lesões advindas de insultos de I/R.  

A maior lesão isquêmica estaria relacionada a aumentos do AMPc, estimulando a 

sobrecarga de Ca2+ celular, e do TNF-α encontrados nos animais tratados com 

anabolizante.  

 Apesar de haverem vários estudos demonstrando os diversos efeitos 

deletérios do uso de altas doses de EA sobre o sistema cardiovascular, só 

encontramos dois trabalhos bem recentes avaliando as implicações decorrentes da 

associação dessas drogas com o exercício quando o coração é submetido ao 

insulto de I/R (Du Toit et al, 2005; Chaves et al, 2006 - ANEXO 1), ressaltando a 

necessidade de mais trabalhos investigando este assunto. 
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2 OBJETIVOS 

 

Devido à pequena quantidade de dados na literatura focando os efeitos do 

exercício e do tratamento com anabolizante sobre as injúrias isquêmicas em 

corações isolados, os objetivos do presente estudo foram: 

 

. Avaliar a atividade elétrica e contrátil dos corações dos animais submetidos ao 

exercício associado ou não ao tratamento com doses suprafisiológicas de DECA; 

 

. Elucidar os efeitos do exercício e do tratamento com doses suprafisiológicas do 

DECA sobre o insulto de isquemia/reperfusão (I/R), através da função contrátil e 

área ide infarto. 

 

. Investigar o comportamento das defesas antioxidantes enzimáticas e não-

enzimáticas (tióis) durante a I/R em animais treinados tratados ou não com 

DECA. 

 

. Avaliar o comportamento do metabolismo energético durante a I/R através de 

algumas enzimas chaves, como a hexocinase e a atividade do complexo I-III 

mitocondrial.   

 

. Averiguar, indiretamente: 

   - o conteúdo de atividade mitocondrial através da atividade da enzima citrato 

sintase 

   - o envolvimento do fator induzido por hipóxia 1 (HIF-1) nas alterações 

promovidas pelo exercício e pelo tratamento com DECA durante a I/R. Para tal 

foram avaliadas as atividades de algumas enzimas reguladas por este fator, tais 

como a lactato desidrogenase e a hexocinase. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 Este trabalho pode ser dividido em duas partes. Na primeira parte, 

investigamos os efeitos do treinamento e do tratamento com DECA no ECG in 

vivo e na isquemia-reperfusão (I/R) in vitro, avaliando a função contrátil e a área 

de infarto. Também foram realizadas diversas análises enzimáticas no coração 

dos animais dos quatro grupos experimentais, numa situação normal, ou seja, 

sem terem sido expostos ao procedimento de I/R in vitro (conforme descrito 

posteriormente). Os dados de contratilidade durante a I/R, área de infarto e 

atividade controle das enzimas antioxidantes deram origem ao artigo publicado no 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, que se encontra em 

anexo. Na segunda parte do trabalho, foram investigados os efeitos da I/R na 

atividade de várias enzimas, dentre elas as enzimas antioxidantes (como descrito 

no tópico de análises espectrofotométricas). 

 O número de animais utilizados em cada grupo experimental está descrito na 

seção de resultados. Os grupos experimentais foram realizados em diferentes 

períodos desta tese, sendo os tecidos de todos os quatro grupos experimentais 

coletados e analisados em no mínimo três dias diferentes visando averiguar a 

reprodutibilidade dos resultados obtidos. 

 

 3.1. SELEÇÃO DOS ANIMAIS 

 

 Foram utilizados ratos Wistar machos com peso inicial entre 150 e 180g, com 

idade aproximada de dois meses. Inicialmente, todos os animais foram colocados 

em uma esteira ergométrica adaptada para ratos (figura 8) e deixados cerca de 5 

minutos para ambientação. Após este período, a esteira foi ligada na velocidade de 

5 m/min estimulando a caminhada dos animais, promovendo um leve aquecimento 

(10 à 15 minutos). Posteriormente, foram feitos incrementos súbitos da velocidade 

da esteira (“tiros”), durante 30 a 60 segundos, até que fosse alcançada a velocidade 

máxima de corrida dos ratos. Entre um “tiro” e outro os animais permaneciam 

caminhando na esteira (5 m/min) de modo a permitir uma recuperação ativa (ou 

seja, permanecendo em atividade leve) para o “tiro” seguinte. Vale a pena ressaltar 

que o intervalo máximo entre os tiros foi de 3 minutos. Os ratos que atingiram 
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velocidade máxima do teste inferior a 25 m/min ou se recusaram a correr foram 

excluídos dos grupos experimentais (tanto os sedentários quanto os treinados).  

 

 

 

 

 

 

 3.2. TREINAMENTO E TRATAMENTO DOS ANIMAIS 

 

 No momento em que os ratos atingiram aproximadamente 200g de peso 

iniciamos o período experimental, com duração de dez semanas. O estudo foi 

composto por quatro grupos: sedentário controle – SC (tratado com veículo), 

sedentário tratado com o anabolizante DECA – SD, treinado controle – TC (tratado 

com veículo) e treinado tratado com DECA – TD. 

 Os animais treinados foram submetidos a um protocolo de treinamento 

intervalado (um exercício intenso solicitando uma grande demanda energética via 

metabolismo glicolítico, devido à alta velocidade de corrida – a maior que os ratos 

foram capazes de tolerar). O exercício foi adaptado em nosso laboratório (devido à 

escassez de detalhamentos nos protocolos desta natureza na literatura), a partir do 

protocolo descrito por Muniz et al, 2001. O objetivo ao utilizar um protocolo 

intervalado foi averiguar se o mesmo seria capaz de promover cardioproteção 

semelhante à descrita nos protocolos de exercício de endurance (onde os animais 

Figura 8: Esteira ergométrica utilizada para o treinamento dos ratos. Observe que cada animal 
corre em uma baia. A partir da 7ª semana de treinamento, foi utilizada uma inclinação de 5 a 
10%, conforme o protocolo descrito a seguir.  
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correm numa velocidade menor durante mais tempo, neste tipo de exercício a via 

energética mais solicitada é a aeróbia). No nosso protocolo de exercício, os ratos 

correram cinco vezes por semana durante dez semanas como descrito abaixo 

(figura 9): 

. 1ª semana: Período de adaptação: Nos três primeiros dias os ratos caminhavam 

na velocidade de 5-6 m/min durante 20-30 min. Nos dois dias subseqüentes os 

animais aqueciam durante 15 min (5-6 m/min), realizavam três “tiros” de 30 

segundos na velocidade de 15-20 m/min com recuperação ativa (ou seja, 

caminhando) na velocidade de 5 m/min durante 2,5 min. Ao término dos três “tiros”,  

os animais retornavam à velocidade de aquecimento (5-6 m/min) durante 5-10 min. 

. 2a a 4a semana: Incremento no número de “tiros” (totalizando seis) e da velocidade 

(variando entre 15-22 m/min na segunda semana até 20-25 m/min na quarta 

semana). Diminuição do tempo de recuperação, passando para 2 minutos. 

. 5ª a 6ª semana: Incremento na velocidade dos “tiros”, terminando o final da sexta 

semana entre 25-31 m/min. Diminuição do tempo de recuperação na sexta semana 

para 1,5 min. 

. 7ª a 8ª semana: Manutenção do número e da velocidade dos “tiros”. Aumento de 

cinco por cento da inclinação da esteira em cada semana. Diminuição do tempo de 

recuperação na oitava semana para 1 min. 

. 9ª a 10ª semana: Manutenção da carga de exercício, sendo composto por seis 

“tiros” na velocidade de 26-31 m/min, tempo de recuperação ativa de 1 min com 

uma inclinação de 10% da esteira. A velocidade do aquecimento, de recuperação 

ativa e de retorno ao repouso, no final do exercício, oscilou entre 7-10 m/min a partir 

da segunda semana. 

 Os ratos dos grupos sedentários permaneceram em suas respectivas caixas 

durante todo o período experimental, ficando com atividade restrita àquele ambiente. 

Estes animais sofreram manipulação diária dos responsáveis pelo treinamento do 

grupo treinado, minimizando o estresse gerado pela manipulação dos diferentes 

grupos. No início do protocolo experimental (antes dos animais começarem o 

treinamento) e na última semana (após o último dia de treinamento), foi realizado 

um eletrocardiograma em todos os animais. Na terceira semana de período 

experimental, foi iniciado o tratamento com decanoato de nandrolona (DECA) 

(Organon – Brasil), na dose de 10 mg/kg, ou veículo (óleo de amendoim com 10% 

de álcool benzílico), através de injeções intramusculares, mais precisamente na 
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musculatura das patas traseiras, uma vez por semana. O volume de veículo injetado 

nos animais controles era proporcional ao injetado nos animais tratados com DECA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3.3. ELETROCARDIOGRAMA (ECG) IN VIVO 

   

O ECG é um registro extracelular da atividade elétrica do coração. Ele é 

formado por vários segmentos, compostos por “ondas”, representando os eventos 

de despolarização e repolarização do tecido (figura 10). A onda P representa a 

despolarização atrial, o QRS a despolarização ventricular e a onda T a repolarização 

ventricular. A repolarização atrial não consegue ser avaliada no ECG, pois a mesma 

ocorre no mesmo momento temporal do registro da despolarização ventricular, 

como os ventrículos possuem massa muscular muito maior que a atrial, tal registro 

encontra-se sucumbido pelo complexo QRS. A medida do intervalo PR reflete o 

tempo necessário para que a despolarização atrial atinja o tecido ventricular, 

despolarizando-o. Alterações nas medidas do PR, medido do início da onda P até o 

início do complexo QRS, refletem problemas no sistema de condução ou no nódulo 

átrio-ventricular, caracterizando um distúrbio elétrico conhecido como bloqueio átrio-

Figura 9: Esquema ilustrando o protocolo experimental de dez semanas. O treinamento teve 
duração de dez semanas e o tratamento de oito semanas. Os animais sedentários 
permanecem confinados dentro das respectivas caixas, sendo submetidos somente ao 
tratamento com veículo ou anabolizante. S1 a S10 = semana 1 a semana 10  

S1 = Adaptação: 5- 
6m/min, 20-30min 
(3dias) e 3 tiros de 30’’ 
(15-20m/min) 

S9-S10 = Manutenção da Carga 10% 
inclinação, 6 x 30’’ (25-31m/min) 

S2-S4 = Aumento tiros (3 para 6 x 30’’) e da 
velocidade (15-22 para 20-25 m/min) 

S5-S6 = Aumento da 
velocidade (25-28 para 25-
31m/min) 

S7-S8 = Aumento da inclinação (5% - 7ª semana, 10% 
8ª semana). Manutenção da velocidade 

S3 até S10 = Tratamento com DECA ou com veículo (10mg/kg)  

  S1 S2 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S3 



 35

ventricular. O intervalo QT ilustra o tempo despendido no evento elétrico de 

despolarização e repolarização dos ventrículos. Foi medido do início do complexo 

QRS até o final da onda T, caracterizado por uma tangente traçada na fase 

descendente da onda T até o momento que esta cruzava a linha isoelétrica (basal) 

do ECG (Stolt et al., 1999). 

 Ao término da décima semana (fim do período experimental), os animais 

foram mantidos anestesiados com éter etílico PA (Merck) e fixados em uma mesa 

cirúrgica onde foram inseridos eletrodos subcutâneos visando a aquisição do ECG. 

Os eletrodos, positivo, negativo e referência (ground), estavam conectados à 

entrada negativa de um amplificador diferencial (ML136 Bio Amplifier – 

ADInstruments, Nova Zelândia). A saída do amplificador estava conectada a um dos 

canais de entrada de uma placa conversora analógico-digital (AD Interface 

PowerLab/400 – ADInstruments - Nova Zelândia), para aquisição digital do sinal de 

ECG. Foram registradas as derivações DI, DII e DIII do ECG de cada animal, 

visando a subseqüente análise da freqüência cardíaca (FC), dos intervalos PR, QT e 

QT corrigido (através da fórmula QTc=QT (ms)/√RR (seg), segundo Illamo et al., 

2002) e do eixo elétrico (Novosel et al., 1999). A análise dos registros de ECG foi 

feita no modo de operação “off line”, através do programa PowerLab Chart4 for 

Windows (ADInstruments - Nova Zelândia).  

 

 
Figura 10: Traçado ilustrando um registro de eletrocardiograma (ECG) de coração isolado 
de rato e de como foram avaliadas as medidas dos intervalos PR e QT, tanto in vivo, quanto 
in vitro. O intervalo PR foi mensurado do início da onda P até o início do complexo QRS. O 
intervalo QT foi medido do início do complexo QRS até o final da onda T, caracterizado 
por uma tangente traçada na fase descendente da onda T até o momento que essa 
tangente cruzava a linha isoelétrica (basal) do ECG.   

 

 

50ms 
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 3.4. EXPERIMENTOS COM CORAÇÃO ISOLADO 

 

Após o período de treinamento e tratamento os ratos foram pesados, 

anestesiados com éter (dietil éter PA) e posteriormente sacrificados através de 

deslocamento cervical. O tórax foi aberto, o coração rapidamente removido e sua 

artéria aorta canulada em uma montagem de coração isolado (figura 10) (Locke & 

Rosenheim, 1907). Posteriormente, o pulmão, fígado, testículos, gastrocnemio, rins 

com supra renais e a gordura retro peritoneal foram retirados e pesados de modo a 

avaliar possíveis alterações de retenção hídrica e no conteúdo de tecido adiposo 

geradas pelo tratamento com DECA. 

A função do miocárdio isolado foi mantida íntegra através do fluxo constante 

da solução de Krebs modificada (NaCl 118 mM, KCl 4,7 mM, NaHCO3 25 mM, 

MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, Glicose 11 mM, e CaCl2 1 mM) gerado por uma 

bomba peristáltica (10 mL/min) na temperatura de 37º C, através de um banho 

circulante. A solução utilizada na perfusão do tecido foi submetida à aeração 

durante todo o experimento com mistura carbogênica (95% O2, 5% CO2). 

Um balão de látex foi inserido no ventrículo esquerdo através de um pequeno 

corte na intercessão do átrio com o ventrículo esquerdo, visando a medida da 

pressão desenvolvida por esta câmara. O balão estava acoplado a um transdutor de 

pressão (MLT0380 BP transducer, ADInstruments), conectado a um amplificador de 

sinal (ML110/D Bridge Amplifier – ADInstruments) ligado a uma placa conversora 

analógico-digital (A/D Interface PowerLab/400 – ADInstruments) que permitia a 

visualização do registro da pressão intraventricular no computador. 

O coração foi mantido submerso em uma cuba de vidro contendo solução de 

Krebs aquecida a 37º C. Três eletrodos, constituídos por fio de prata cloretado no 

interior de tubos de vidro repletos de solução de NaCl 1 M, foram posicionados no 

interior da cuba para registro do eletrocardiograma (ECG). Um eletrodo posicionado 

próximo à superfície epicardial do átrio direito (AD) foi conectado à entrada negativa 

de um amplificador diferencial (ML136 Bio Amplifier - ADInstruments). O segundo 

eletrodo posicionado próximo ao ápice do ventrículo esquerdo foi conectado à 

entrada positiva do amplificador. O terceiro eletrodo, posicionado equidistante dos 

dois primeiros, foi conectado à entrada de referência (ground) do amplificador. A 

saída do amplificador estava conectada a um dos canais de entrada de uma placa 
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conversora analógico-digital (AD Interface PowerLab/400 – ADInstruments), para 

aquisição digital do sinal de ECG (figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise dos registros de ECG e pressão foram feitos no modo de operação 

“off line” do programa PowerLab Chart4 for Windows (ADInstruments). A 

interpretação do ECG do coração isolado foi feita da mesma forma que a do ECG in 

vivo (observando os parâmetros FC, intervalo PR e QT). No registro de pressão foi 

Figura 11: Esquema ilustrando a montagem de coração isolado (Langendorf). O fluxo de 
Krebs para o coração foi mantido em 10 mL/min através de uma bomba peristáltica e a 
temperatura em 37ºC por um banho circulante. O coração teve um balão de látex inserido 
no ventrículo esquerdo (VE), visando o monitoramento da pressão desenvolvida por esta 
câmara. O órgão foi mantido submerso em uma cuba de vidro, repleto de Krebs aquecido, 
onde foram posicionados eletrodos de vidro repletos de NaCl 1M. Um eletrodo foi 
posicionado próximo ao átrio direito, o segundo ao ventrículo esquerdo e o terceiro na 
parede da cuba de vidro, servindo de terra. 
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avaliada a pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (PDVE), caracterizada 

pela diferença de amplitude do registro de pressão do VE, durante todo o protocolo 

experimental. Estes dados foram normalizados pelos respectivos valores de 

controle de cada experimento, de modo que obtivemos valores em porcentagem da 

pressão desenvolvida (%PDVE) com relação ao controle, avaliando desta forma a 

função contrátil do miocárdio durante o episódio de isquemia/reperfusão. No 

período controle foi avaliada a primeira derivada da pressão desenvolvida pelo VE 

(dP/dt). Este parâmetro nos forneceu valores relativos ao índice de contratilidade 

(dP/dt+) e de relaxamento (dP/dt-). O dP/dt+ é um parâmetro que correlaciona a 

contração muscular (em mmHg) com o tempo gasto no evento de contração (em 

segundos), enquanto a dP/dt- com o relaxamento, ou seja, quanto maior o valor da 

dP/dt +, melhor a função contrátil e quanto maior o valor absoluto da dP/dt-, melhor 

o relaxamento do miocáridio ventricular.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12: Registro da pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (PDVE) e da dP/dt. A 
PVDE foi mensurada pela diferença de amplitude do registro de pressão do VE obtido entre 
o final da sístole (pressão sistólica – PS) e o da diástole (pressão diastólica – PD), como 
ilustrado no registro de pressão. A primeira derivada da pressão desenvolvida (dP/dt), nos 
forneceu valores relativos à função contrátil (dP/dt+) e de relaxamento (dP/dt-). A dP/dt+ foi 
medida através da diferença entre o pico positivo da dP/dt e o valor da linha de base. Já a 
dP/dt- pela diferença entre o pico negativo e o valor da linha de base, como ilustrado na  
figura.  
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O protocolo experimental de isquemia-reperfusão consistiu de um período 

controle, onde a solução de Krebs perfundiu todo o tecido cardíaco, seguido de 30 

minutos de isquemia global com 60 minutos de reperfusão como segue: 

. Controle – duração de 30 – 60 minutos. Pressão diastólica fixada em 

aproximadamente 10mmHg. Estabilização dos parâmetros medidos (freqüência 

cardíaca, intervalo PR, pressão desenvolvida pelo VE).  

. Isquemia - 30 minutos de isquemia global do coração, onde o fluxo foi totalmente 

interrompido pelo desligamento da bomba peristáltica. 

. Reperfusão – o fluxo de Krebs foi retomado ao órgão, ligando novamente a bomba 

peristáltica durante 60 minutos. 

 

3.5. AVALIAÇÃO DA ÁREA DE INFARTO 

 

Para determinação da área de infarto, após os 60 minutos de reperfusão, o 

coração foi pesado e fatiado em cortes de aproximadamente 1,5mm. As fatias foram 

imersas durante 4 min, a 37º C, em uma solução de TTC (cloreto de trifeniltetrazólio) 

diluído a 1% (p/v) em tampão fosfato (pH 7,4) (Stofer, 1964). O TTC é um corante 

que possui a propriedade de atravessar membranas lipídicas, corando os tecidos 

viáveis. Nestes tecidos, o TTC é reduzido por enzimas desidrogenases e diaforases 

através da oxidação do NADH ou do NADPH, formando um pigmento vermelho 

formazan. Na área infartada, a inatividade ou ausência dessas enzimas e cofatores 

(NADH e NADPH) impossibilita a marcação do tecido pelo corante. Deste modo, a 

área com coloração amarelo pálido representa a área infartada e a vermelha a 

viável (Stofer, 1964; Ito et al., 1997).  

Após coloração com TTC, os cortes foram imersos em solução de tampão 

fosfato (pH 7,4) contendo 10% de formalina (p/v) durante 24 horas. As imagens das 

fatias coradas foram digitalizadas através de um scanner. Posteriormente foi feita 

uma planimetria, utilizando o programa de análise de imagens ImageJ (NIH ImageJ: 

National Institute of Health, USA, versão 1:22 - obtido livremente na Internet), para 

determinação do tamanho da área infartada. A área de infarto foi expressa como 

porcentagem da área total de cada coração. 
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3.6. ANÁLISES ESPECTROFOTOMÉTRICAS 

  

Na primeira parte do trabalho (dados publicados no artigo em anexo), os 

animais oriundos dos quatro grupos experimentais foram sacrificados, os corações 

lavados em solução de Krebs para retirada do sangue e de coágulos e rapidamente 

congelados em nitrogênio líquido. Os tecidos foram estocados em freezer -80oC, até 

o momento onde foram avaliadas as atividades das enzimas antioxidantes. Na 

segunda parte do trabalho, os corações foram canulados na montagem de 

Langendorff (figura 11) e submetidos ao protocolo de I/R (conforme descrito no 

tópico de coração isolado, porém sem que os eletrodos fossem imersos no banho e 

o balão de látex inserido no ventrículo esquerdo). No final do período controle, foi 

coletado o ápice dos ventrículos, no final dos 30 minutos de isquemia, foi retirado a 

parte medial dos ventrículos, e no final da reperfusão foi coletada a parte mais 

próxima à base dos ventrículos. Logo que os tecidos ventriculares foram coletados, 

os mesmos foram congelados em nitrogênio líquido, visando minimizar quaisquer 

perdas de atividade enzimática. Posteriormente os tecidos foram estocados em 

freezer -80oC, até o momento da homogeneização dos mesmos para as análises 

enzimáticas. 

 

Preparação do homogeneizado 

 

Cada 100 mg de tecido foi homogeneizado em 900µL de tampão (Tris-HCl 10 

mM, NaCl 0,9% (p/v), pH 7.4, utilizando o homogeneizador ultra-turrax (Jamke & 

Kunkel IKA – Labortechnik Alemanha). As amostras foram  homogeneizadas 4 

vezes por cerca de 10 segundos na temperatura de 4o C, posteriormente, foram 

centrifugadas por 10 minutos na velocidade de 720 x g à 4o C e o sobrenadante 

utilizado na medida das atividades enzimáticas. O conteúdo de proteína foi 

determinado pelo método de Bradford, onde a albumina de soro bovino foi utilizada 

como referência (Bradford, 1976). 

A atividade de diversas enzimas foi determinada através de medidas de 

absorção de luz utilizando um espectrofotômetro GBC 920 UV-Vis (GBC Scientific 

Equipament, Austrália).  

Todos os ensaios das atividades enzimáticas foram conduzidos na 

temperatura fisiológica dos ratos, (37oC) e expressas em unidades (micromoles de 
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substrato consumido oxidado ou reduzido, conforme o caso, por minuto) por 

miligrama de proteína.  

 

Determinação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

 

A atividade total da SOD foi determinada conforme o método descrito por 

Crapo et al, 1977. Neste método, o superóxido (O2
-) gerado a partir de um sistema 

xantina-xantina oxidase (X-XO), reduz o citocromo C gerando um aumento na 

absorção de luz em 550nm. A adição de homogeneizado, contendo SOD, dismuta o 

O2
- em peróxido de hidrogênio (H2O2) impedindo que o citocromo C seja reduzido. O 

meio de reação foi composto por tampão fosfato de potássio 50mM (pH 8.0) 

contendo: EDTA 0,1mM; cianeto de potássio 0,01mM; citocromo C 0,02mM e 

xantina 0,05mM, o volume final da reação foi de 1 mL. A reação do controle foi 

disparada adicionando xantina oxidase (concentração final 8mU/mL) ao meio de 

reação, avaliando a redução do citocromo C através do aumento da absorção de luz 

em 550nm por cerca de 1 minuto e 30 segundos. Em seguida foi adicionado cerca 

de 10µg de proteína de homogeneizado de coração (cerca de 2µL) e a redução do 

citocromo C continuou sendo mensurada por mais 2 minutos. A atividade da SOD 

foi obtida através da diferença da diminuição da redução de citocromo C, observada 

quando o homogeneizado foi adicionado ao sistema X-XO. A diminuição de 50% da 

taxa de redução do citocromo C representou uma unidade de SOD. A atividade total 

da SOD foi expressa em unidades por miligrama de proteína. 

 

Determinação da Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)  

 

A atividade da GPx foi mensurada conforme o método descrito por por Flohé 

&.Günzler, 1984. Neste método, a GPx converte o peróxido em água oxidando a 

glutationa (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é reduzida a GSH pela 

enzima glutationa redutase (GR), as custas da oxidação do NADPH em NADP. A 

diminuição da absorção de luz em 340nm promovida pela oxidação de NADPH foi 

avaliada durante 5 minutos no meio de reação, que serviu de controle do 

experimento (composição do meio de reação: tampão fosfato de potássio 100mM; 

EDTA 1mM (pH 7.0); NADPH 0,15mM, glutationa reduzida 0,5mM, GR 240mU/ml e 

tert-butyl hidroperóxido 1,2mM, o volume de cada reação foi 1mL). Em seguida, foi 
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adicionado homogeneizado de coração (aproximadamente 50µg de proteína) e a 

oxidação do NADPH continuou sendo monitorada por mais 5 minutos. A atividade 

da GPx foi calculada subtraindo a taxa de oxidação do NADPH obtida com e sem 

homogenado (obtida através de regressão linear). O coeficiente de extinção 

milimolar do NADPH (6,22mM-1) foi utilizado na determinação da atividade da GPx e 

esta foi expressa em unidades por miligrama de proteína. Uma unidade representou 

1 micromol de NADPH oxidado por minuto.  

 

Determinação da Atividade Glutationa Redutase (GR) 

 

A atividade da GR foi calculada conforme o método descrito por Calberg & 

Mannervik, 1985. A GSSG contida no meio de reação foi reduzida pela GR em 

GSH, promovendo a oxidação do NADPH em NADP. O meio de reação (composto 

por: tampão fosfato de potássio 100mM (pH 7.0); EDTA 1mM; NADPH 0,1mM e 

glutationa oxidada 1mM, volume final 1 mL) serviu de controle experimental, onde a 

oxidação do NADPH foi avaliada durante 5 minutos em 340nm. Posteriormente foi 

adicionado homogeneizado de coração (aproximadamente 50µg de proteína) e a 

diminuição da absorção de luz em 340nm continuou sendo observada por mais 5 

minutos. A diferença entre a taxa de oxidação com e sem homogeneizado 

representou a atividade da GR. A quantidade (moles) de NADPH oxidado refletiu a 

atividade da GR e foi obtido utilizando o coeficiente de extinção milimolar do NADPH 

(6,22mM-1). A atividade enzimática foi expressa em unidades, micromoles de 

NADPH oxidado por minuto, por miligrama de proteína. 

 

Determinação da Atividade da Catalase 

 

A atividade da catalase foi mensurada através do desaparecimento do 

peróxido de hidrogênio (H2O2), formando água e oxigênio, conforme descrito por 

Aebi, 1984. O controle experimental consistiu na avaliação da diminuição da 

absorção de luz em 240nm do meio de reação (tampão fosfato de potássio 50mM 

pH 7.0; triton X-100 0,002%; EDTA 0,1mM; peróxido de hidrogênio 15mM, o volume 

final da reação foi de 1mL) durante cerca de 2 minutos. Em seguida foi adicionado 

homogeneizado de coração (aproximadamente 80µg de proteína) e a absorção de 
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luz continuou sendo acompanhado por mais 2 minutos. A atividade da catalase foi 

obtida através da diferença entre a taxa de diminuição da absorbância com e sem 

homogeneizado. Foi calculada através da quantidade de H2O2 consumido por 

minuto, utilizando o coeficiente de extinção molar do H2O2 (43,6M-1).  A atividade da 

enzima foi expressa em unidades (micromoles de H2O2 consumido por minuto) por 

miligrama de proteína.  

 

Determinação da Atividade da Hexocinase   

 

A atividade da hexocinase foi avaliada como descrito no método de Wilson, 

1989. Neste método a hexocinase gera glicose-6-fosfato (G6P) + ADP a partir de 

glicose + ATP. O produto da reação da hexocinase, a G6P, é convertido a 6-fosfo 

gluconolactona, por meio da enzima G6P desidrogenase, presente no meio de 

reação do ensaio enzimático, promovendo a redução do NAD+ em NADH. A 

redução do NAD+ é acompanhada pelo aumento da absorção de luz em 340nm. O 

controle experimental consistiu no monitoramento da absorção do meio de reação 

(Tris-HCl 50mM (pH 7.4); MgCl2 6mM; glicose 20mM; glicose 6-fosfato 

desidrogenase 1U/ml; β-NAD+ 1mM, ATP 1mM, no volume de 1mL em cubeta de 

quartzo) por 4 minutos. Em seguida foi adicionado o homogeneizado 

(aproximadamente 120µg de proteína) e a atividade da HK mensurada durante 4 

minutos. A atividade enzimática foi calculada através da diferença entre a taxa de 

diminuição da absorbância com e sem homogeneizado. O coeficiente de extinção 

do NAD+ (6,22 M-1/cm), foi utilizado para o cálculo da quantidade de moles de NAD+ 

reduzido por minuto. A atividade da hexocinase foi expressa em unidades 

(micromoles de NAD+ reduzido por minuto), por miligrama de proteína. 

 

Determinação da Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) 

 

A atividade da LDH foi avaliada segundo o método descrito por Zewe & 

Fromm, 1962. Neste método, a LDH oxida o substrato NADH em NAD+, reduzindo o 

piruvato a lactato. A taxa de oxidação do NADH refletiu a atividade da enzima, que 

foi expressa em unidades (micromoles de NADH oxidado por minuto) por miligrama 

de proteína. O meio de reação (Tris-HCl 100mM (pH 7.5), piruvato de sódio 1mM; 

NADH 0,2mM – volume final de 1 mL) serviu de controle experimental, onde a taxa 
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de oxidação do NADH foi avaliada por 3 minutos. Em seguida, a reação foi 

disparada por meio da adição de homogeneizado (aproximadamente 12µg de 

proteína). A diminuição da absorção de luz em 340nm, reflexo da oxidação do 

NADH, foi avaliada durante 2 minutos. A fase linear de oxidação do NADH foi 

utilizada para determinação da atividade enzimática, que foi calculada através da 

diferença entre a taxa de diminuição da absorbância com e sem homogeneizado. A 

quantidade (moles) de NADH oxidada na reação foi obtida utilizando o coeficiente 

de extinção milimolar do NADH (6,22mM-1). 

 

Determinação da Atividade da Citrato Sintase (CS) 

 

A atividade da CS foi avaliada segundo o método de Hansen & Sidell (1983), 

com modificações. Através desta enzima, os substratos acetil CoA  e oxaloacetato 

formam citrato e citril CoA. O citril CoA transfere seus elétrons para o DTNB (ácido 

5,5`-ditiobis 2-nitrobenzoico), reduzindo-o. A redução do DTNB promove um 

aumento na absorção de luz em 412nm. O controle experimental consistiu no 

acompanhamento da absorção do meio de reação (Tris 75mM (pH 8.0); ácido 

oxaloacético 0,5mM; DTNB 0,25mM; acetil CoA 0,03mM – volume final 1 mL) 

durante 3 minutos. Posteriormente, a reação foi disparada através da adição de 

homogeneizado (aproximadamente 12µg de proteína), e o aumento da absorção 

mensurado por 1 minuto e 30 segundos.  A diferença entre a fase linear da taxa de 

redução do DTNB com e sem homogeneizado foi utilizada para a determinação da 

atividade da CS. A atividade da enzima foi calculada através do coeficiente de 

extinção molar do DTNB (13600 M-1/cm) e expressa em unidades (micromoles de 

DTNB reduzido por minuto) por miligrama de proteína.  

 

Determinação da Atividade de Complexos da Cadeia Transportadora de  

Elétrons Mitocondrial (Complexo I ao III)  

 

A transferência de elétrons do complexo I ao complexo II da cadeia 

transportadora de elétrons da mitocôndria foi mensurada conforme descrito por 

Navarro et al, 2004. Neste método, os elétrons doados pela oxidação do NADH no 

complexo I foram transferidos para a ubiquinona, reduzindo-a a ubiquinol. O 

ubiquinol foi oxidado no complexo III, promovendo a redução do citocromo C. A 
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redução do citocromo C foi mensurada através de ensaio espectrofotométrico, pelo 

aumento na absorção de luz em 550nm. O controle experimental consistiu no 

acompanhamento no aumento da absorção do citocromo C do meio de reação 

(tampão fosfato de K 100mM (pH 7.4), KCN 1mM, citocromo C 0,05mM) com 

homogeneizado (aproximadamente 300µg de proteína) durante 2 minutos. Em 

seguida a reação foi disparada pela adição de NADH (concentração final de 0,2mM) 

e a redução do citocromo C acompanhada por mais 1 minuto em 550nm. O volume 

final da reação foi de 1mL. O cálculo da atividade foi realizado a partir da diferença 

da taxa de redução do citocromo c obtida com e sem NADH, utilizando o coeficiente 

de extinção molar do citocromo C (19 mM-1/cm). A atividade do complexo I-III foi 

expressa em unidades (micromoles de citocromo C reduzido por minuto) por 

miligrama de proteína.  

 

Determinação dos níveis de grupamentos tióis 

 

A quantificação do conteúdo total de grupamentos tióis tecidual foi feita 

através de ensaio espectrofotometrométrico, avaliando a quantidade de luz 

absorvida em 412nm pela redução do DTNB, conforme descrito por Sedlack & 

Lindsay (1968). Nesse método os grupamentos tióis reduzidos presentes no 

homogeneizado, interagem com o DTNB reduzindo-o. Quanto maior absorção de 

luz em 412nm, maior a quantidade (moles) de DTNB reduzido, refletindo a maior a 

quantidade de tióis reduzidos no homogeneizado.  

O homogeneizado foi preparado do mesmo modo do utilizado nos 

experimentos de atividade enzimática. O controle experimental de cada amostra 

consistiu no meio de reação sem adição de DTNB (150 µL de TRIS 200mM 

contendo EDTA 20mM pH 8.2; 50 µL de homogeneizado (cerca de 150 µg de 

proteína); avolumar para 1mL com metanol absoluto). Esta absorbância foi subtraída 

posteriormente dos valores obtidos nos tubos eppendorf contendo meio de reação 

com DTNB (150 µL de TRIS 200mM contendo EDTA 20mM pH 8.2; 50 µL de 

homogeneizado (cerca de 150 µg de proteína); 10 µL de DTNB 10mM - diluído em 

metanol absoluto; avolumar para 1mL com metanol absoluto). O meio de reação 

com e sem DTNB foram incubados por 15 minutos em temperatura ambiente (cerca 

de 25oC). Em seguida foram centrifugados a 3000 x g por 15 minutos em 
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temperatura ambiente. O sobrenadante foi utilizado para estimar o conteúdo de tiol 

tecidual, através da quantidade de luz absorvida em 412nm. O coeficiente de 

extinção molar do DTNB (13600M-1/cm) foi utilizado para calcular a quantidade de 

moles de DTNB reduzidos em cada amostra. O conteúdo celular de tiol foi expresso 

em nanomoles de DTNB reduzido/miligrama de proteína.  

 

3.7. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

A significância estatística dos dados obtidos nas diferentes condições 

experimentais foi testada através de análise de variância (ANOVA) uni ou 

bivariadas, seguidas pelos testes a posteriori de Tukey ou de Bonferroni, 

respectivamente. Tais resultados foram obtidos através do programa Graphpad 

Prism, versão 4 (Graphpad Software, Inc., San Diego, USA). Todos os dados 

foram expressos como a média ± Erro Padrão da Média e em todos os testes, o 

grau mínimo de significância considerado foi de 95% (P<0,05). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1.  Efeito do exercício e do tratamento com DECA no peso corporal e dos 

tecidos dos ratos 

 

Os valores de peso corporal dos animais, peso do coração e peso do 

coração normalizado pelo peso corporal, determinados no final do período 

experimental encontram-se na tabela 1. Com relação ao peso corporal, não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos experimentais, tanto no 

início quanto no final do treinamento. O peso do coração foi maior nos grupos 

tratados com DECA, quando comparado aos respectivos controles não tratados 

(p<0,05 SC vs SD e TC vs TD). Não houve diferença significativa entre os grupos 

sedentário e treinado tanto nos animais controle (TC vs SC), quanto nos tratados 

com DECA (TD vs SD). A relação peso do coração versus peso corporal (g/kg) foi 

significativamente maior nos grupos tratados com DECA, comparando aos 

respectivos grupos controle, sugerindo um ganho de massa cardíaca promovido 

pelo DECA.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A tabela 2 expressa o peso de vários tecidos normalizados pelo peso 

corporal (expresso em %). Foi observado que os grupos tratados com DECA 

apresentaram diminuição do peso relativo dos testículos e aumento dos rins + 

supra-renais quando comparados com os grupos controle (SC x SD e TC x TD). 

Os pesos relativos do gastrocnêmio e fígado foram menores no grupo TC 

comparado ao grupo SC.  Não houve diferença significativa entre as médias de 

     Grupos                   peso corporal (g)                peso do coração (g)     peso coração/peso      n 

                           semana 1            semana 10                                                  corporal  (g/kg) 

       SC               227 ± 4.9              340 ± 10                1.31 ± 0.06                   3.8 ± 0.11                12 

       SD              221.8 ± 4.1           315.2 ± 7.2             1.35 ± 0.03                   4.3 ± 0.08*              19 

       TC              218.8 ± 2.5            323 ± 6.9               1.22 ± 0.03                   3.7 ± 0.10                10 

       TD              222.1 ± 5.6           312.6 ± 11.6           1.31 ± 0.05                   4.2 ± 0.19*              11 

Os valores são médias ± EPM; n = número de ratos; TC: treinado controle; TD: treinado DECA; 

SC: sedentário controle; SD: sedentário DECA * P <0.05 vs. SC e TC

Tabela 1. Efeitos do exercício e da administração de decanoato de nandrolona

(DECA) sobre o peso corporal e o peso do coração em ratos.

     Grupos                   peso corporal (g)                peso do coração (g)     peso coração/peso      n 

                           semana 1            semana 10                                                  corporal  (g/kg) 

       SC               227 ± 4.9              340 ± 10                1.31 ± 0.06                   3.8 ± 0.11                12 

       SD              221.8 ± 4.1           315.2 ± 7.2             1.35 ± 0.03                   4.3 ± 0.08*              19 

       TC              218.8 ± 2.5            323 ± 6.9               1.22 ± 0.03                   3.7 ± 0.10                10 

       TD              222.1 ± 5.6           312.6 ± 11.6           1.31 ± 0.05                   4.2 ± 0.19*              11 

Os valores são médias ± EPM; n = número de ratos; TC: treinado controle; TD: treinado DECA; 

SC: sedentário controle; SD: sedentário DECA * P <0.05 vs. SC e TC

Tabela 1. Efeitos do exercício e da administração de decanoato de nandrolona

(DECA) sobre o peso corporal e o peso do coração em ratos.

* 

* 
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peso relativo dos pulmões dos diferentes grupos experimentais. O peso relativo 

da gordura retro peritoneal foi maior nos grupos de animais sedentários (SC e SD) 

quando comparados a ambos os grupos de animais treinados (TC e TD).  

 

Tabela 2. Efeitos do exercício e da administração de decanoato de nandrolona (DECA) 
sobre o peso relativo dos tecidos corporais de ratos. 

 SC  SD  TC  TD  
Testículos 0,98±0,02  

(n=12) 

0,88±0,03 † 

(n=13) 

1,06±0,02 § † 

(n=17) 

0,95±0,02 

(n=12) 

Gastrocnêmio 0,71±0,03 

(n=12) 

0,70±0,02 

(n=10) 

0,66±0,01 †, ¶ 

(n=4) 

0,72±0,01 

(n=6) 

Fígado 3,37±0,07 

(n=13) 

3,32±0,09 

(n=14) 

3,01±0,08 * 

(n=18) 

3,08±0,06 

(n=14) 

Rins + supra 0,66±0,01 § 

(n=12) 

0,76±0,02  

(n=14) 

0,62±0,01 § 

(n=15) 

0,79±0,02  

(n=10) 

Pulmões 0,57±0,03 

(n=13) 

0,58±0,02 

(n=13) 

0,51±0,02 

(n=14) 

0,48±0,03 

(n=8) 

Gordura 

peritoneal 

3,10±0,62 

(n=4) 

2,92±0,53 

(n=3) 

0,71±0,1 * 

(n=9) 

0,74±0,04 * 

(n=4) 

Os valores são médias ± EPM; n = número de ratos; peso relativo = (peso do tecido/peso 
corporal) x 100. SC: sedentário controle; SD: sedentário DECA, TC: treinado controle; TD: 
treinado DECA. * p<0,05 vs SC e SD;  § p<0,001: vs SD e TD; † p<0,05: vs SC; ¶ p<0,01: vs. 
TD. 

 

4.2. Efeitos do exercício e do tratamento com anabolizante sobre o ECG 

(in vivo) 

 

Buscando averiguar se o treinamento e/ou o tratamento com o 

anabolizante estariam interferindo na eletrogênese cardíaca dos animais, 

analisamos a freqüência cardíaca (FC), os intervalos PR, QT e QT corrigido (QTc 

= QT (ms)/√RR(seg)), e o eixo elétrico de QRS. Como observamos na tabela 3, o 

intervalo QT e o QTc foram menores (p<0,05) nos 2 grupos de animais treinados 

(TC e TD) quando comparados aos grupos sedentários (SC e SD). O intervalo PR 

apresentou diminuição (p<0,01) nos animais TC quando comparados aos 

sedentários (SC e SD). Este efeito indica uma maior velocidade de condução 

átrio-ventricular nos animais TC, fato que parece ser amenizado pelo tratamento 
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com DECA (grupo TD). A FC e o eixo elétrico foram semelhantes nos quatro 

grupos experimentais.  

 
Tabela 3: Efeito do treinamento e da administração de decanoato de nandrolona 
(DECA) sobre a freqüência cardíaca, intervalo PR, intervalo QT, intervalo QT corrigido 
(QTc) e eixo elétrico medidos no ECG in vivo (derivações DI, DII e DIII). 
 SC SD TC TD 
Freqüência cardíaca (bpm) 399±11 406±17 402±16 384±21 

n = 6 n = 7 n = 10 n = 7 

Intervalo PR (ms) 49,85±0,53 50,35±2,05 44,34±0,71 * 47,51±1,81 

n = 6 n = 7 n = 10 n = 7 

Intervalo QT (ms) 76,68±3,08 76,28±4,24 66±1,66 * 65,55±2,47* 

n = 6 n = 7 n = 10 n = 7 

Intervalo QTc 
QTc = QT(ms)/√RR(seg) 

197±7 195±8 171±4 * 166±6 * 

n = 6 n = 6 n = 10 n = 7  

Eixo Elétrico 45,21±9 69,37±6,7 62,96±7,6 50,08±5,5 

n = 3 n = 4  n = 9 n = 7  

Os valores são médias ± EPM; n = número de ratos; * p<0,05: vs SC e SD  
 

4.3. Efeito do exercício e do tratamento com DECA sobre as funções 

cardíacas in vitro (Coração Isolado) 

 

4.3.1. Respostas da função contrátil do ventrículo esquerdo (VE) in vitro ao 

exercício e tratamento com DECA 

 

No período do controle experimental (pré-isquemia) foram analisadas a 

pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (PDVE – este resultado será 

mostrado e detalhado no tópico 3.3 Isquemia/Reperfusão) e a primeira derivada 

(dP/dt) do registro da pressão ventricular. A medida da dP/dt reflete a função 

contrátil (dP/dt+) e a de relaxamento (dP/dt-) do VE. Exemplos de registros de 

pressão e de dP/dt, e de como os parâmetros avaliados nestes registros foram 

mensurados se encontram detalhados na figura 12 no materiais e métodos. No 

gráfico da dP/dt (figura 13) encontramos uma diminuição da função de 

relaxamento (dP/dt-) nos animais SD, quando comparado aos animais treinados 

(TC e TD). Estes achados sugerem uma perda na função diastólica, fato que seria 
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esperado tendo em vista os efeitos deletérios das altas doses de esteróides 

anabólicos na função cardíaca. O fato do mesmo não ter sido relatado nos 

animais TD, aponta para um papel protetor do exercício frente aos efeitos 

deletérios da alta dose de DECA utilizada no presente estudo. 
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Figura 13: Função contrátil e de relaxamento do VE (dP/dt+ e
dP/dt-). Registros obtidos no final do período de controle do
experimento de Langendorf (pré-isquemia). SC: n=6; SD: n=7;TC:
n=10; TD: n=10.
* p<0,05 SD vs TC e TD

 

 

 

4.3.2. Efeitos do exercício e do DECA no ECG do coração isolado 

 

Buscando elucidar os efeitos crônicos do treinamento e da administração 

do decanoato de nandrolona (DECA) sobre a eletrogênese cardíaca, foram 

registrados os ECG dos corações isolados de todos os grupos experimentais. Na 

tabela 4 encontramos os valores de freqüência cardíaca (FC), intervalo PR e 

intervalo QT, avaliados durante o período do controle experimental (pré-

isquemia). Observamos que não houve diferenças significativas na FC entre os 

grupos experimentais. O tratamento com DECA promoveu um aumento no 
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intervalo PR nos corações dos animais SD com relação aos demais grupos, 

indicando um retardo na condução átrio-ventricular (caracterizando um bloqueio 

da condução átrio-ventricular de primeiro grau). O mesmo não foi observado no 

grupo TD, mostrando que o treinamento foi capaz de impedir tal alteração 

promovida pelo anabolizante. O intervalo QT apresentou maior duração nos 

animais tratados com DECA (TD e SD) quando comparados ao grupo TC, 

sugerindo um retardo na repolarização ventricular promovido pelo tratamento com 

DECA. O retardo do intervalo QT é um fator de risco para a ocorrência de 

arritmias ventriculares.  

 
Tabela 4: Efeitos do treinamento e do decanoato de nandrolona (DECA) sobre a 
freqüência cardíaca, intervalo PR e intervalo QT, medidos em ECG de corações 
isolados. 
 SC SD TC TD 
Freqüência cardíaca 
(bpm) 

248±8 252±7 274±6 279±10 

n = 9 n = 9 n = 10 n = 9 

Intervalo PR (ms) 47,98±1,47 54,07±1,7 * § 44,00±1,47 43,55±1,74 

n = 13 n = 10 n = 11 n = 9 

Intervalo QT (ms) 84,95±3,52 90,26±1,53 79,46±3,01† 90,75±2,38 

n = 11 n = 11 n = 12 n = 10 

Os valores são médias ± EPM; n = número de corações; * p<0,05: ≠ SC; § p<0,001: ≠ TC 
e TD; † p<0,05: ≠ TD e SD. 
 

4.3.3. Isquemia/Reperfusão (I/R): o exercício e o DECA alteram a tolerância do 

tecido ventricular a isquemia? 

 

Os corações isolados dos quatro grupos experimentais foram submetidos 

ao insulto de I/R visando avaliar os efeitos do exercício e do DECA sobre as 

injúrias induzidas por este estresse no miocárdio. Foram avaliados os parâmetros: 

pressão diastólica final (PDf VE) e porcentagem da pressão desenvolvida 

(%PDVE) pelo VE durante os 30 minutos de isquemia e os 60 minutos de 

reperfusão e a área de infarto ao final do período de reperfusão. Além disso, a 

atividade das quatro enzimas antioxidantes, bem como de enzimas envolvidas no 

metabolismo energético foram determinadas em três pontos distintos do evento 

de I/R: no final do período controle, no final da isquemia e no final da reperfusão. 
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4.3.3.1. O exercício e o tratamento com DECA interferem nas alterações da 

Pressão Diastólica (PD) observadas durante o insulto de I/R? 

 

A tabela 5 resume os valores de PD do ventrículo esquerdo no final do 

período de controle, ao final do período de 30 min de isquemia e aos 10, 30 e 60 

min de reperfusão. Ao final do período de isquemia observamos uma contratura 

ventricular, ilustrada pelo aumento de cerca de 3 a 4 vezes do valor controle da 

PD. Este quadro iniciado na isquemia persiste na reperfusão, onde aos 10 min 

atinge valores de pressão até 10 vezes maiores que o valor controle. Após este 

pico em 10 minutos, PD sofreu um lento e gradual decréscimo ao longo da 

reperfusão nos quatro grupos experimentais. Não foram encontradas diferenças 

estatísticas no valor de PD entre os grupos ao longo da I/R. 

 
 
Tabela 5: Comportamento da Pressão Diastólica (mmHg) durante o insulto de 
isquemia-reperfusão. 
 SC (n=8) SD (n=7) TC (n=11) TD (n=9) 

Controle  9,00±0,47 11,80±1,19 10,21±0,66 10,76±0,69 

Isquemia 30min 38,15±6,24 39,08±4,72 40,45±4,14 44,25±2,10 

Reperfusão 10 min 90,52±8,03 95,48±12,12 90,64±7,89 114,37±7,15 

 30 min 77,00±8,52 79,55±10,96 72,91±11,66 98,96±8,15 

 60 min 74,21±10,28 75,28±14,77 69,12±9,95 95,87±7,94 

Os valores são médias ± EPM; n = número de corações analisados; Controle: período de 
perfusão normal, após estabilização dos parâmetros funcionais (FC, PDVE); Isquemia: 
período de isquemia global, sem perfusão coronária; Reperfusão: período de 
restabelecimento da perfusão com fluxo igual ao do período controle. 
 
 
 
4.3.3.2. Pressão Desenvolvida pelo Ventrículo Esquerdo (PDVE) durante a I/R: o 

tratamento com DECA aboliu os efeitos positivos do exercício. 

 

Na figura 14 encontramos a resposta da PDVE durante o insulto de I/R, 

expresso em porcentagem, relativa aos valores de PDVE obtidos no período 

controle. O comportamento da porcentagem da pressão desenvolvida pelo 

ventrículo esquerdo (%PDVE) durante a isquemia foi semelhante em todos os 

grupos. A partir do 5º minuto da reperfusão, os animais TC apresentaram melhor 

recuperação da função contrátil quando comparado ao grupo SC (p<0,05) e do 
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10º minuto até o final da reperfusão com relação aos demais grupos (TC vs SC, 

SD e TD - p<0,01). O resultado da melhor recuperação pós-isquêmica da função 

contrátil encontrada nos animais treinados corrobora com outros trabalhos da 

literatura, reforçando o conceito dos efeitos cardioprotetores desencadeados por 

diferentes tipos de exercício. Com isto, mostramos que o nosso protocolo de 

exercício foi capaz de promover maior tolerância ao episódio de I/R através da 

redução do atordoamento do miocárdio encontrada na reperfusão. O tratamento 

com DECA impediu o efeito cardioprotetor induzido pelo exercício, de modo que a 

%PDVE encontrada no grupo TD apresentou valores semelhantes aos 

encontrados nos ratos sedentários (SC e SD). Não foram encontradas diferenças 

na recuperação da %PDVE dos corações do grupo SD quando comparados ao 

SC, mostrando que o tratamento com DECA não foi capaz de agravar os danos 

na função contrátil dos animais sedentários.  
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Figura 14: Efeitos do exercício e do tratamento com DECA na função contrátil do
ventrículo esquerdo durante o insulto de isquemia/reperfusão. %PDVE -
porcentagem da pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo; C - período controle.
SC - sedentário controle (n =7), SD - sedentário DECA (n =7), TC - treinado controle
(n =9), TD - treinado DECA (n =8).
# P < 0.01 em 40 min vs. CS, DS and DT.
*P < 0.001 de 45 até 90 min vs. CS, DS and DT.
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4.3.3.3. Área de infarto: O tratamento com DECA promoveu maior lesão na I/R  

 

A figura 15, letras A-D ilustram a área de infarto dos quatro grupos 

experimentais (SC, SD, TC e TD, respectivamente) ao final do protocolo de I/R. A 

área clara representa a área infartada e a área escura a do tecido viável, corado 

com o TTC. Os valores médios da área de infarto estão ilustrados na figura 15 

letra E. Neste gráfico, observamos que o grupo TC apresentou menor área de 

infarto (13,85±2,6% n=10, p<0,001) quando comparado ao grupo SC (42.7±2.5% 

n=9). É interessante ressaltar que o valor de área de infarto do grupo TC foi 

semelhante ao obtido em outra linha de pesquisa de nosso laboratório, onde a 

cardioproteção foi induzida pelo precondicionamento isquêmico (Tavares, 2003). 

O tratamento com esteróide anabólico impediu os efeitos cardioprotetores 

do treinamento, resultando em maior área de infarto no grupo TD (33,27±5,3% 

n=9, p<0,001) quando comparado ao grupo TC. O valor da área de infarto no 

grupo TD não apresentou diferença estatística quando comparado ao grupo SC, 

mostrando que o tratamento com DECA tornou os corações dos animais treinados 

tão suceptíveis a isquemia quanto os corações de animais sedentários. O 

tratamento com DECA aumentou ligeiramente a área de infarto do grupo SD 

(51,3±4% n=9), embora o mesmo não tenha apresentado diferença estatística 

quando comparado ao grupo SC. Embora tenhamos encontrado maior área de 

infarto nos corações do grupo TD quando comparado ao TC, o grupo TD 

apresentou redução significativa da área de infarto quando relacionada ao grupo 

SD. Este dado indica que apesar dos efeitos deletérios do uso de altas doses de 

DECA, o exercício ainda pode ser capaz de amenizar parte dos danos teciduais 

nos casos de uso crônico de altas doses de esteróides em corações de ratos 

sedentários.  
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Figura 15: Efeitos do exercício e do tratamento com DECA na área de infarto obtida ao final
do protocolo de I/R (após 60 minutos de reperfusão), avaliado através do corante TTC. A-D
- Fotos representativas da área de infarto nos quatro grupos experimentais. A área escura
representa a área viável e a clara a área infartada. A - fatia do coração de um rato do grupo
Sedentário Controle (SC); B - fatia do coração de um rato do grupo Sedentário DECA
(SD); C - fatia do coração de um rato do grupo fatia do coração de um rato do grupo fatia
do coração de um rato do grupo reinado controle (TC); D - fatia do coração de um rato do
grupo Treinado DECA (TD). E - Gráfico ilustrando a área de infarto, expressa em
porcentagem com relação a área total do ventrículo esquerdo (%AI). SC: n=10, SD: n=9,
TC: n=11, TD: n= 10. * p<0,001: vs SC, SD e TD; ** p<0,01: vs SD.
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4.3.3.4. Cardioproteção contra lesões de I/R: influência do exercício e do 

tratamento com DECA na atividade das enzimas antioxidantes 

 

 Primeiramente foi mensurada a atividade das enzimas antioxidantes 

investigando possíveis alterações promovidas pelo treinamento e/ou pelo 

tratamento com DECA, sem nenhum tipo de estresse de isquemia ou de 

reperfusão (figura 16, ou figura 3 do artigo em anexo). Posteriormente, 

investigamos se o exercício e/ou o DECA estavam interferindo na atividade 

destas enzimas durante o evento de I/R. Nesta segunda parte do trabalho, as 

atividades das enzimas antioxidantes foram avaliadas ao término dos períodos: 

controle, isquemia e reperfusão. As respostas da atividade de algumas enzimas 

do metabolismo energético (HK, LDH, CS e complexo I-III) durante a I/R também 
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foram mensuradas, tendo em vista a importância do papel das alterações do 

metabolismo energético encontradas com a hipóxia gerada pela isquemia. 

 Na figura 16, encontramos a resposta da atividade das enzimas 

antioxidantes ao exercício e ao tratamento com anabolizante. Observamos que o 

exercício promoveu aumento da atividade da SOD e da GPx quando comparadas 

ao grupo SC (figura 16 A e B). O tratamento com DECA aboliu os efeitos do 

exercício, de maneira que o grupo TD apresentou menor atividade de SOD, GPx 

e GR que o grupo TC (figura 16 A-C; p<0.05). Além disso, encontramos tendência 

de diminuição da atividade da catalase nos grupos SD e TD quando comparados 

aos grupos controles, sugerindo que o tratamento com anabolizante poderia estar 

modulando de forma negativa a atividade desta enzima (figura 16 D). As 

diferenças encontradas nos animais tratados com DECA (figura 16) podem 

explicar, ao menos em parte, a maior lesão tecidual (figura 15) e menor 

recuperação da função contrátil (figura 14) encontrados nos ratos TD e a 

tendência de maior área de infarto no grupo SD.  
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Figura 16: Atividade das enzimas antioxidantes em ratos treinados e/ou tratados com DECA ao 
término do período experimental de 10 semanas. Em A encontramos a atividade da superóxido 
dismutase (SOD), expressa em média ± S.E.; B atividade da glutationa peroxidase (GPx) expressa 
em média ± S.E.; C atividade da glutationa redutase (GR) expressa em média ± S.E.; D atividade 
da catalase expressa em média ± S.E. Sedentário Controle (CS) n=10; Sedentário DECA (SD) 
n=14; treinado controle (CT) n=7; treinado DECA (n=8). * p<0,05 vs. SC, SD e TD; ** p<0,05 vs 
TC.  

 

Abordando a segunda parte do trabalho, a resposta das atividades 

enzimáticas frente o insulto de I/R, observamos que a isquemia promoveu um 

aumento na atividade de praticamente todas as enzimas antioxidantes. Este 

aumento foi transitório e independente do exercício ou do tratamento com DECA, 

de modo que as atividades ao final da reperfusão foram semelhantes as do 
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período controle (figuras 17-20). Analisando a atividade da enzima SOD (figura 

17), encontramos que a isquemia promoveu aumento significativo no grupo SC 

(P<0,05 isquemia vs controle e reperfusão). Os demais grupos apresentaram 

tendência de aumento da atividade da SOD no período de isquemia, porém sem 

relevância estatística. A enzima catalase apresentou maior atividade durante a 

isquemia em todos os quatro grupos experimentais (P<0,05 isquemia vs controle), 

sugerindo que esta regulação seria independente do exercício ou do uso de 

anabolizante (figura 18). A atividade da GPx e da GR (figuras 19 e 20) se 

comportaram de modo bem parecidos durante a I/R. Os grupos SD e TC 

apresentaram maior atividade de GPx e GR na isquemia quando comparados ao 

período de reperfusão (P<0,05). O grupo TD mostrou diminuição da atividade da 

GPx na reperfusão quando comparado ao controle e à isquemia (P<0,05), e 

aumento da atividade da GR durante a isquemia vs a reperfusão (p<0,05). Nossos 

dados sugerem que as atividades das enzimas antioxidantes estariam sendo 

reguladas de forma rápida durante o período de isquemia de modo independente 

do exercício ou do tratamento com DECA.  
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Figura 17: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade total da
enzima superóxido dismutase (SOD) durante o evento de isquemia reperfusão.
controle (C) - tecido coletado aos 30 minutos do período controle; isquemia (I) -
tecido coletado aos 30 minutos do período de isquemia; reperfusão (R) -  tecido
coletado aos 60 minutos do período de reperfusão. SC - sedentário controle (C
n=12, I n=11, R n=11); SD - sedentário DECA (C n=16, I n=12, R n=11); TC -
treinado controle (C n=7, I n=8, R n=8); TD - treinado DECA (C n=10, I n=8, R
n=8).
* p<0.05 TC vs SC, SD, TD; + p < 0.05 SC isquemia vs SC controle e SC
reperfusão.
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Quanto à resposta específica do exercício ou do tratamento com DECA na 

atividade das enzimas antioxidantes durante a I/R, encontramos maior atividade 

da SOD nos períodos controle e na reperfusão nos animais TC quando 

comparados aos animais SC e TD (P<0,05 TC vs SC e TD). Tendência 

semelhante foi observada na atividade da SOD nos animais TC durante a 

isquemia, porém não foi encontrada diferença estatística (figura 17). Avaliando a 

atividade da enzima catalase, observamos que os grupos SD e TD apresentaram 

uma diminuição significativa da atividade no período de isquemia quando 

comparados ao grupo SC (figura 18). Os animais SD apresentaram uma 

tendência de redução da atividade da catalase no período controle quando 

comparados aos demais grupos experimentais. Este achado de diminuição da 

atividade de catalase é condizente com a tendência de aumento de área de 

infarto observada no grupo SD (figura 15). Avaliando a enzima GPx, foi 

encontrado que o treinamento induziu aumento significativo da atividade desta no 

grupo TC nos períodos de controle quando comparado aos demais grupos e no 
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de isquemia quando comparado aos grupos SC e SD (figura 19). Apesar de não 

termos encontrado diferença estatística, o tratamento com DECA parece ter 

impedido o aumento da atividade da GPx nos corações dos ratos treinados (grupo 

TD). Deste modo, os corações dos animais TD apresentaram uma tendência de 

menor atividade da GPx nos no período de isquemia e de reperfusão (figura 19). 

A atividade da enzima GR também foi afetada pelo tratamento com DECA nos 

animais treinados nos períodos de controle e de reperfusão, onde os ratos TC 

exibiram maior atividade que os TD (figura 20). De modo geral, encontramos 

maior atividade das enzimas antioxidantes nos ratos TC quando comparados aos 

TD. Esse fato poderia explicar a perda da cardioproteção observada com o 

tratamento com DECA.  
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Figura 18: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade da enzima
catalase durante o evento de isquemia reperfusão.  controle (C) - tecido coletado
aos 30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado aos 30 minutos
do período de isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60 minutos do
período de reperfusão.  SC - sedentário controle (C n=12, I n=11, R n=11); SD -
sedentário DECA (C n=16, I n=12, R n=11); TC - treinado controle (C n=7, I n=8,
R n=8); TD - treinado DECA (C n=10, I n=8, R n=8).
# p<0.05 TC vs SD; * p<0.05 SC vs SD, TD, + p< 0.05 SC isquemia vs SC
controle e SC reperfusão, SD isquemia vs SD controle e SD reperfusão, TC
isquemia vs TC controle, TD isquemia vs TD controle; $ P < 0.05 SD reperfusão
vs SD controle.
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Figura 19: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade  da enzima
glutationa peroxidase (GPx) durante o evento de isquemia reperfusão. controle (C) -
tecido coletado aos 30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado aos 30
minutos do período de isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60 minutos do
período de reperfusão. SC - sedentário controle (C n=12, I n=11, R n=11); SD -
sedentário DECA (C n=16, I n=12, R n=11); TC - treinado controle (C n=7, I n=8, R n=8);
TD - treinado DECA (C n=10, I n=8, R n=8).
# p<0.05 TC vs SC, SD e TD; * p<0.05 TC vs SC, SD; + p < 0.01 SD isquemia vs SD
reperfusão, TC isquemia vs TC reperfusão, TD isquemia vs TD reperfusão; $ TD controle
vs TD reperfusão.
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Figura 20: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade da enzima glutationa
redutase (GR) durante o evento de isquemia reperfusão.  controle (C) - tecido coletado aos
30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado aos 30 minutos do período de
isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60 minutos do período de reperfusão.  SC -
sedentário controle (C n=12, I n=11, R n=11); SD - sedentário DECA (C n=16, I n=12, R
n=11); TC - treinado controle (C n=7, I n=8, R n=8); TD - treinado DECA (C n=10, I n=8, R
n=8).
* p<0.05 TD vs SC e TC; + p < 0.001SD controle vs SD isquemia; # p < 0.001 SD isquemia
vs SD reperfusão, p < 0.05 TC isquemia vs TC reperfusão, TD isquemia vs TD reperfusão.
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 Tendo em vista que uma menor capacidade antioxidante enzimática 

poderia acarretar em maior estresse oxidativo, refletindo em menor conteúdo de 

tióis teciduais, foram mensurados os níveis dos tióis durante o insulto da I/R, 

avaliando os efeitos do treinamento e do tratamento com DECA (figura 21). Os 

animais SC, SD e TD apresentaram uma redução significativa dos níveis de tióis 

ao término do evento de I/R. Este dado indica que estes tecidos foram submetidos 

a um estresse oxidativo, refletindo na oxidação das defesas antioxidantes não 

enzimáticas. Os animais TC mostraram níveis semelhantes de tióis durante toda a 

I/R, sugerindo que as defesas antioxidantes enzimáticas estariam impedindo que 

as ROS oxidassem as defesas antioxidantes não enzimáticas (figura 21 A). Ao 

avaliar o impacto do treinamento e do uso de DECA no conteúdo dos tióis de 

cada grupo foi constatado que nem o exercício, nem o DECA foram capazes de 

alterar os níveis de tióis basais do tecido cardíaco, avaliado no período controle. 

No período de isquemia também não foram encontradas diferenças significativas 

entre os quatro grupos experimentais. No período de reperfusão foi observado 
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que o grupo TC apresentou níveis mais elevados de tióis que os demais grupos, 

refeltindo uma menor oxidação dos tióis ao término do evento de I/R. (figura 21). 

Estes dados sugerem que a maior atividade das enzimas antioxidantes 

encontrada no grupo TC estaria diminuindo o estresse oxidativo tecidual durante a 

I/R, acarretando na manutenção dos níveis dos tióis observada ao término da 

reperfusão neste grupo. 
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Figura 21: Efeito do exercício e do tratamento com DECA nos níveis de tióis presentes no
tecido cardíaco durante o evento de isquemia reperfusão.  controle (C) - tecido coletado aos
30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado aos 30 minutos do período de
isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60 minutos do período de reperfusão. SC -
sedentário controle (C n=10, I n=10, R n=6); SD - sedentário DECA (C n=9, I n=9, R n=6);
TC - treinado controle (C n=4, I n=7, R n=5); TD - treinado DECA (C n=3, I n=7, R n=5). A -
níves de tióis: valores absolutos; B - níveis de tióis: valores relativos, normalizados pelos
valores do período controle.
* p<0.05 TC vs SC e SD ; $ p< 0.05 SC isquemia vs SC reperfusão, SD isquemia vs SD
controle e SD reperfusão; # P < 0.05  SC controle vs SC reperfusão; SD controle vs SD
reperfusão; TD controle vs TD reperfusão .
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4.3.3.5. Influência do exercício e do DECA na atividade das enzimas do 

metabolismo energético durante a I/R 

 

Como relatado no capítulo da introdução, as lesões de I/R estão 

relacionadas com o déficit de ATP durante a isquemia. Na isquemia, o suprimento 

de oxigênio fica prejudicado, logo, pequenas alterações na atividade de enzimas 

do metabolismo glicolítico e, principalmente, do oxidativo podem ser 
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determinantes no processo de morte ou de sobrevivência celular. Além disso, 

sabe-se que a hipóxia, através do HIF-1, é capaz de regular positivamente 

algumas enzimas do metabolismo energético. Dentre estas enzimas destacamos 

a hexocinase (HK), por ser uma enzima limitante do metabolismo glicolítico, e a 

lactato dehidrogenase (LDH), que muitas vezes é utilizada como marcador de 

injurias teciduais por ser liberada no efluente de tecidos lesados. Dentre as várias 

enzimas do metabolismo energético, escolhemos a HK e a LDH como 

representantes da via glicolítica porque ambas são reguladas pelo HIF, logo, se 

este estiver sendo ativado, ambas as enzimas poderiam apresentar atividade 

aumentada. As enzimas do metabolismo oxidativo que foram investigadas não 

são reguladas pelo HIF-1. A citrato sintase (CS) foi escolhida por ser utilizada na 

literatura como marcador de conteúdo mitocondrial tecidual. Através da sua 

atividade podemos avaliar se o treinamento e/ou o DECA interferiram no conteúdo 

de mitocôndrias presente no tecido cardíaco. Visando compreender se a etapa 

inicial de transferência de elétrons na mitocôndria estava sendo afetada pelo 

exercício e/ou pelo tratamento com o anabolizante foi avaliada a atividade de 

transferência de elétrons do complexo I ao III.  

A hexocinase (HK) é uma enzima chave do metabolismo glicolítico, cuja 

importância é exacerbada durante a isquemia devido a maior solicitação do desta 

via metabólica devido a diminuição progressiva dos níveis de O2 celulares. 

Durante o evento de I/R, os animais treinados foi abservado aumento da atividade 

da HK no período de isquemia (P<0,05 período de isquemia vs controle e 

reperfusão), sugerindo uma maior atividade do metabolismo glicolítico. Este 

achado contribuiria com uma maior geração de energia durante a isquemia, 

podendo refletir no achado de menor lesão tecidual encontrada nos ratos TC 

(figura 22). Os demais grupos apresentaram valores similares de atividade de HK 

durante a I/R, indicando que os efeitos do exercício foram abolidos pelo 

tratamento com o DECA nos animais TD. Quanto às diferenças entre os grupos 

experimentais (figura 21), encontramos que no período controle o tratamento com 

o anabolizante promoveu diminuição da atividade da HK nos animais SD (P<0,05) 

vs SC. No período de isquemia os animais TC apresentaram maior atividade da 

HK que os grupos SC e SD (P<0,05), e uma tendência quando comparado ao 

grupo TD (apesar de não ter apresentado diferença estatística, TC vs TD). Na 

reperfusão não foram encontradas diferenças entre os quatro grupos.  
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Figura 22: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade da enzima
hexocinase (HK) durante o evento de isquemia reperfusão. controle (C) - tecido
coletado aos 30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado aos 30
minutos do período de isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60 minutos
do período de reperfusão.  SC - sedentário controle (C n=10, I n=10, R n=6); SD -
sedentário DECA (C n=9, I n=8, R n=6); TC - treinado controle (C n=4, I n=6, R
n=5); TD - treinado DECA (C n=3, I n=7, R n=5).
* p < 0.05 SD vs SC; # p < 0.05 TC vs SC e SD; + p < 0,001 TC isquemia vs TC
controle e TC reperfusão.
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Investigando o comportamento da LDH durante a I/R, constatamos que ao 

contrário do observado com a HK, a LDH dos animais TC não apresentaram 

alteração da atividade com a isquemia (figura 23), sugerindo que o aumento da 

atividade da HK observada na figura 22 não ocorreu por ativação do HIF-1. Na 

reperfusão, os animais sedentários (SC e SD) apresentaram uma diminuição de 

atividade de LDH quando comparados com o período controle (P<0,05). Esta 

diminuição foi independente do tratamento com DECA e pode ter sido reflexo de 

uma liberação de conteúdo de enzima durante o episódio de I/R. No que diz 

respeito a análise da atividade entre os grupos, o tratamento com DECA parece 

não ter influenciado na atividade desta enzima. Não foi encontrada diferença entre 

os grupos no controle (figura 23), porém, no período de isquemia e no de 

reperfusão foi detectada diminuição da atividade da LDH nos animais SD quando 

comparados ao TD.  
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Figura 23: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH) durante o evento de isquemia reperfusão. controle (C) -
tecido coletado aos 30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado
aos 30 minutos do período de isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60
minutos do período de reperfusão.  SC - sedentário controle (C n=10, I n=10, R n=6);
SD - sedentário DECA (C n=9, I n=8, R n=6); TC - treinado controle (C n=4, I n=6, R
n=5); TD - treinado DECA (C n=3, I n=7, R n=5).
* p<0.05 TD vs SD; # p < 0.05 SC isquemia vs CS reperfusão; + p < 0.001 SD
controle vs SD reperfusão.
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Como comentado anteriormente, a atividade da CS (figura 24) serviu de 

marcador do conteúdo mitocondrial do tecido ventricular cardíaco. A atividade da 

CS não foi influenciada pelo evento de I/R em nenhum dos grupos experimentais, 

de modo que cada grupo apresentou valor similar de atividade de CS no período 

de controle, de isquemia e de reperfusão. Também não foi encontrada alteração 

de atividade da CS entre os grupos experimentais, indicando que nem o 

treinamento nem o uso do DECA interferiram no conteúdo de mitocôndrias do 

miocárdio (figura 24). 
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Figura 24: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade da enzima
citrato sintase (CS) durante o evento de isquemia reperfusão. controle (C) -
tecido coletado aos 30 minutos do período controle; isquemia (I) -  tecido coletado
aos 30 minutos do período de isquemia; reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60
minutos do período de reperfusão.  SC - sedentário controle (C n=10, I n=10, R
n=6); SD - sedentário DECA (C n=9, I n=8, R n=6); TC - treinado controle (C n=4,
I n=6, R n=5); TD - treinado DECA (C n=3, I n=7, R n=5).

IU
/m

g
 p

ro
te

ín
a

 
Avaliando a atividade de transferência de elétrons do complexo I ao III da 

cadeia transportadora de elétrons (CI-III), observamos que o tratamento com 

DECA não influiu na atividade do CI-III nos animais SD frente o insulto de I/R 

(figura 25). O exercício promoveu um aumento da atividade do CI-III no período 

de isquemia, retornando a valores mais baixos de atividade na reperfusão. Esta 

resposta de aumento da atividade durante a isquemia foi abolido pelo uso do 

DECA, de modo que o grupo TD apresentou valores mais baixos de atividade do 

CI-III durante a isquemia quando comparado aos valores do período do controle. 

As respostas de aumento da atividade do CI-III (figura 25) e da HK (figura 22) 

promovidas pelo exercício durante a isquemia, apontam para um melhor 

suprimento energético no período de isquemia. O menor déficit de ATP durante a 

isquemia, associado com o menor estresse oxidativo nos animais treinados 

poderia explicar a menor lesão tecidual e melhor função contrátil (figura 14 e 15) 

encontrados neste grupo frente ao insulto de I/R. 
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Figura 25: Efeito do exercício e do tratamento com DECA na atividade de
transferência de elétrons do complexo I ao II da cadeia transportadora de elétrons
da mitocôndria (CI-III). controle (C) - tecido coletado aos 30 minutos do período
controle; isquemia (I) -  tecido coletado aos 30 minutos do período de isquemia;
reperfusão (R) -  tecido coletado aos 60 minutos do período de reperfusão.SC -
sedentário controle (C n=10, I n=10, R n=6); SD - sedentário DECA (C n=9, I n=8, R
n=6); TC - treinado controle (C n=4, I n=6, R n=5); TD - treinado DECA (C n=3, I
n=7, R n=5).
* p<0.01 SC vs SD, TC e TD; # p<0.05 TC vs SD e TD; $ p < 0.001 SC controle vc
SC isquemia.
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5. DISCUSSÃO 

  

Os efeitos benéficos do exercício na prevenção e tratamento de doenças 

do sistema cardiovascular têm sido foco de inúmeros trabalhos na literatura 

(Berlin & Colditz, 1990; Lee et al., 1995; Zhang et al., 2000; Paroo et al., 2002). 

Associado ao exercício, há relatos de uso indiscriminado de esteróides anabólicos 

por atletas e não atletas, visando o aumento de performance e/ou melhora da 

aparência física (American Academy of Pediatrics, 1997; Boyce, 2003). Apesar 

dos inúmeros estudos acerca dos efeitos dos anabolizantes sobre sistema 

cardiovascular, pouco se sabe sobre sua implicação nos episódios de I/R e os 

mecanismos pelos quais estes hormônios atuam. Tendo este panorama em 

mente, achamos importante ressaltar os principais achados do presente trabalho 

antes de iniciarmos propriamente a discussão: 

- O tratamento crônico com doses suprafisiológicas do anabolizante decanoato de 

nandrolona (DECA) prejudicou a cardioproteção induzida pelo exercício (figuras 

14 e 15). De modo que os ratos do grupo TD apresentaram maior área de infarto 

e menor recuperação da função contrátil ao término do evento de 

isquemia/reperfusão (I/R). 

- A maior tolerância do tecido cardíaco ao insulto de I/R encontrado no grupo 

treinado controle (TC) parece estar relacionada com adaptações como a 

regulação positiva da atividade de enzimas antioxidantes (figura 16) resultantes 

do estresse oxidativo moderado induzido pelo exercício. O aumento da atividade 

da SOD, GPx e GR nos animais TC possivelmente promoveu uma detoxificação 

mais eficiente das espécies radicalares produzidas durante o período de isquemia 

e principalmente no de reperfusão, impedindo a oxidação dos tióis durante o 

evento de I/R (figura 21). Tal adaptação foi impedida pelo tratamento com DECA 

(grupo TD). 

- Os animais TC apresentaram maior atividade da enzima hexocinase (HK) e da 

transferência de elétrons do complexo I-III da cadeia transportadora de elétrons 

da mitocôndria (CI-III) durante o período de isquemia (figuras 22 e 25). Este 

achado poderia estar promovendo uma maior ressíntese de ATP durante a 

isquemia e principalmente no início da reperfusão. Além disso, a glicose 6-fosfato, 

produto da reação da HK, quando oxidada na via das pentoses, reduz o NADP 

em NADPH, atuando como uma enzima antioxidante auxiliar, colaborando para a 
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manutenção dos níveis de GSH celular necessário para a atividade antioxidante 

da GPx.  

- O papel deste conjunto de adaptações induzidas pelo exercício na 

cardioproteção ao evento de I/R é reforçado tendo em vista que o tratamento com 

DECA impediu os efeitos cardioprotetores induzidos pelo exercício (figura 14 e 

15), assim como as adaptações provenientes do mesmo (figura 16, 22 e 25). 

 

5.1.  Efeito do exercício e do tratamento com DECA no peso corporal e dos 

tecidos dos ratos 

 

O exercício crônico promove uma série de alterações metabólicas, 

estruturais e na composição corporal tanto em seres humanos quanto em 

animais. Relatos como aumento da massa magra, diminuição do percentual de 

gordura e hipertrofia do ventrículo esquerdo são achados comuns, porém 

extremamente dependentes do tipo, da duração e da intensidade do exercício, 

resultando nas diferentes adaptações descritas na literatura (Bowles et al, 1992; 

Powers et al, 1998; Jin et al, 2000; Woodiwiss et al, 2000; Jew & Moore, 2002; 

Brown et al, 2003). Os dados sumarizados nas tabelas 1 e 2 mostraram os efeitos 

do exercício e do tratamento com DECA no peso dos animais e de alguns tecidos 

dos mesmos. O treinamento (grupo TC e TD) adotado neste trabalho promoveu 

uma pequena redução no ganho de peso durante o período experimental (tabela 

1). Embora não tenhamos encontrado diferenças estatísticas, ela pode refletir o 

menor acúmulo de gordura peritoneal encontrado nestes animais (tabela 2). A 

redução de gordura com a prática de atividade física é um achado relativamente 

comum, porém dependente do tipo, da duração e da intensidade da mesma, onde 

exercícios com duração superior a 30 minutos e intensidade moderada favorecem 

tal redução (Pavlou et al., 1985; McMurray et al., 1985; VanHorn et al., 1994; 

Broeder et al., 1997). Apesar de acreditarmos que o protocolo de treinamento 

adotado possuiu um componente anaeróbio relevante, pois os ratos foram 

obrigados a correr na maior velocidade que toleraram durante intervalos curtos de 

tempo, o resultado da tabela 2 sugeriu que o mesmo também apresentou um 

componente aeróbio significativo, acarretando na diminuição no peso da gordura 

peritoneal e, talvez, na redução do peso do fígado. Os efeitos do exercício na 

redução do peso da gordura peritoneal e do peso relativo do fígado (nos grupos 
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TC e TD – tabela 2) poderia ser reflexo de maior lipólise e glicogenólise, 

respectivamente, mediado por citocinas como a IL-6, cujos níveis encontram-se 

aumentados durante e após a atividade física (Pedersen et al, 2001).  

Os efeitos dos esteróides anabólicos sobre o peso corporal é um tópico 

controverso na literatura. Foram encontrados relatos de peso inalterado e outros 

no quais se encontrou aumento, quando avaliados em animais treinados (Bhasin 

et al., 1996; Tamaki et al., 2001; Woodiwiss et al, 2000). Em animais sedentários 

foi relatado diminuição do peso corporal associado ao tratamento com 

anabolizantes (Trifunovic et al, 1995; Pereira Jr et al, 2006). Esta divergência de 

resultados pode ser proveniente dos diferentes tipos e dosagens de esteróides 

anabólicos, da idade dos animais, do tipo de exercício, dos modelos 

experimentais e das formas de tratamento utilizados. Em nosso estudo, foi 

observada uma pequena alteração no peso corporal dos animais tratados com 

DECA (grupos SD e TD - tabela 1), que não pode ser justificada pela diminuição 

de tecido adiposo visceral (tabela 2), pois os animais SD e TD apresentaram 

valores semelhantes de gordura retro peritoneal quando comparados aos seus 

respectivos controles (SC e TC). A redução da ingestão de alimentos também não 

parece ser a responsável por tal achado, tendo em vista que o estudo de 

Trifunovic et al (1995) mostraram que os animais tratados com anabolizante 

apresentaram diminuição do peso corporal, porém não foi encontrada alteração 

tanto na ingestão de alimentos, quanto na absorção gastrointestinal de energia.  

A utilização de altas doses de anabolizante também pode promover 

hipertrofia cardíaca e atrofia testicular (Tingus & Carlsen, 1993; Cowan & Kicman, 

1997; American Academy of Pediatrics, 1997; Wodiwiss et al, 2000; Shahidi, 

2001). Neste contexto, a tabela 1 revelou que o tratamento crônico com DECA 

promoveu aumento do peso absoluto e relativo do coração tanto no grupo SD 

quanto no TD, sugerindo uma hipertrofia cardíaca devido ao uso das altas doses 

de anabolizante. Na tabela 2, foi observado que os grupos SD e TD apresentaram 

uma diminuição no peso dos testículos, indicando uma atrofia testicular induzida 

pelas altas concentrações plasmáticas de anabolizante. Segundo Minto et al 

(1997) o tratamento com androgênios elevaria o nível destes hormônios na 

corrente sanguínea, promovendo um “feedback” negativo no eixo hipotálamo-

hipófise, acarretando na diminuição da secreção de hormônio luteinizante e 

folículo estimulante no hipotálamo. Sabendo que o hormônio folículo estimulante é 
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responsável pelo trofismo testicular, a inibição de sua secreção levaria a atrofia 

testicular e explicaria os achados da tabela 2 nos animais SD e TD. O tratamento 

com DECA também promoveu um aumento do peso dos rins e das supra-renais 

(TD vs TC e SC; SD vs TC e SC).  

 

5.2.  Efeitos do exercício e do tratamento com anabolizante sobre a função 

elétrica cardíaca in vivo e in vitro 

 

O treinamento rigoroso pode promover aumento do volume ventricular 

esquerdo e do volume diastólico, aumento da espessura da câmara do ventrículo 

esquerdo, bradicardia sinusal durante o repouso, aumento do intervalo PR, 

alargamento do complexo QRS e alterações na repolarização (Mukerji et al, 1989; 

Da Costa et al, 2002). Em nosso trabalho, a FC foi similar em todos os grupos 

experimentais, tanto na avaliação in vivo (tabela 3), quanto in vitro (tabela 4). Os 

dados obtidos na tabela 3 sugerem, a princípio, que tanto o exercício quanto o 

uso do DECA não estariam interferindo no controle autonômico do coração. 

Apesar disto, sabe-se que a utilização do éter como anestésico está relacionado 

com a diminuição da FC e de vários parâmetros hemodinâmicos (Walsh, 1979), e 

que atletas, durante o repouso, podem apresentar bradicardia sinusal, 

proveniente de um aumento do tônus parassimpático (Da Costa et al, 2002), 

alertando para a possibilidade do éter estar acobertando alguma alteração na 

regulação autonômica cardíaca. Neste sentido, o trabalho de Pereira-Jr et al 

(2006), também desenvolvido em nosso laboratório, porém utilizando ratos com 

idade mais avançada, avaliou a variabilidade da FC in vivo sem o uso de 

anestésicos. O autor observou que os ratos sedentários tratados com DECA 

durante oito semanas, na dose de 10mg/Kg apresentaram uma disfunção 

parassimpática. Deste modo, embora tenhamos um indício negativo de alteração 

de tônus autonômico na tabela 3, alertamos que o mesmo pode ter acontecido, 

porém o resultado pode ter sido acobertado pelo uso do anestésico. A avaliação 

do ECG in vitro (tabela 4) apresentou dados mais conclusivos, tendo em vista que 

neste protocolo os corações estavam isolados, livres de qualquer influência 

simpática e parassimpática. Como a FC foi semelhante em todos os grupos, 

podemos afirmar que tanto o treinamento quanto o tratamento com DECA não 
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interferiram na eletrogênese cardíaca (tanto na situação de controle – tabela 3, 

quanto na pós-isquêmica – dados não mostrados).  

A diminuição do intervalo PR encontrada nos animais TC in vivo (tabela 3) 

poderia estar ligada a alterações iônicas e teciduais como expressão e modulação 

das junções comunicantes (GAPs) no tecido de condução átrio-ventricular, tendo 

em vista que mudanças na densidade desses canais poderiam gerar alterações 

na condução átrio-ventricular e arritmias (Camm et al, 1978; Gutstain et al, 2001). 

Na análise eletrocardiográfica in vitro (tabela 4), foi detectado um aumento no 

intervalo PR nos animais SD quando comparados aos demais grupos (SC, TC e 

TD). A maior duração do intervalo PR caracteriza um bloqueio de primeiro grau, 

que parece ser dependente do tratamento com DECA. A origem deste bloqueio 

nos ratos SD foi independente de modulação autonômica, pois os corações 

encontravam-se desnervados. A atividade física estaria sendo capaz de impedir 

tal efeito do anabolizante, já que o intervalo PR dos ratos TD foram semelhantes 

aos valores encontrados no grupo TC.  

O aumento do intervalo e da dispersão do QT é um parâmetro 

eletrocardiográfico que parece estar correlacionado com a incidência de eventos 

arritmogênicos que poderiam levar a morte súbita (Stolt et al, 1999). No presente 

trabalho (tabela 3), os intervalos QT e QTc, quando avaliados in vivo, 

apresentaram uma diminuição de duração nos animais treinados (TC e TD) 

quando comparado aos sedentários (SC e SD). A princípio, este achado indicaria 

uma redução no risco de morte súbita promovido pelo treinamento, cujo efeito não 

estaria sendo afetado pelo tratamento com o DECA. Porém, ao avaliar o mesmo 

parâmetro in vitro (tabela 4) foi observado que os animais tratados com 

anabolizante apresentaram um aumento na duração do intervalo QT, sugerindo 

que o tratamento com o DECA estaria promovendo distúrbios intrínsecos na 

repolarização ventricular, que associado aos efeitos negativos do anabolizante no 

sistema cardiovascular aumentaria o risco de morte súbita (Paavonen, 1994; Ajayi 

et al., 1995; Melchert & Welder, 1995; American and Academy of Pediatrics, 1997; 

Dickerman et al., 1997; Wu, 1997; Bricout, 2000; Halvorsen et al, 2004). A 

discordância encontrada entre os resultados in vivo e in vitro sugere que os 

efeitos negativos do tratamento com DECA poderiam estar sendo acobertados na 

avaliação feita in vivo através de fatores endógenos como a modulação 

autonômica ou, talvez, pelo anestésico utilizado para avaliação do ECG in vivo. 
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A tabela 3 também mostrou o eixo elétrico ventricular dos quatro grupos 

experimentais. Constatamos que o mesmo não foi afetado tanto pelo treinamento 

quanto pelo tratamento com DECA. Sabe-se que o deslocamento do eixo elétrico 

ventricular pode indicar um aumento de massa muscular do VD ou do VE, 

dependendo para que lado do eixo o mesmo seja deslocado (Gyton & Hall, 1997). 

A hipertrofia ventricular pode ser uma adaptação fisiológica promovida por 

algumas modalidades de exercício (Weineck, 1991; Brion & Guérard, 2001), ou 

patológica, causada por algumas doenças (Gyton & Hall, 1997), treinamento 

excessivo (Weineck, 1991; Brion & Guérard, 2001) ou por drogas, como os 

anabolizantes (Sullivan et al, 1998; Woodiwiss et al, 2000; Brion & Guérard, 

2001). Deste modo, os dados da tabela 3 sugerem que não houve alteração de 

massa muscular do VE em comparação a do VD, ou se houve, não foi suficiente 

para deslocar o eixo do coração dos animais no ECG, indicando que o aumento 

do peso do coração detectado nos animais SD e TD na tabela 1 deve ser 

resultante de uma hipertrofia proporcional do VD e do VE. 

 

5.3. Efeitos do exercício e do tratamento com anabolizante sobre a função 

cardíaca e a tolerância ao evento de I/R in vitro 

 

Baseado nos resultados apresentados na figura 13 foi constatado que o 

treinamento e o tratamento com DECA não interferiram na função contrátil 

cardíaca, ilustrada pela dP/dt+. Este resultado concorda com os resultados obtidos 

em um estudo feito com levantadores de peso (Thompson et al, 1992) e com outro 

feito com ratos (Starnes et al, 2005), nos quais o uso de esteróides anabólicos não 

alterou a função contrátil do coração. A função de relaxamento, avaliada através da 

dP/dt–, indicou que o tratamento com DECA prejudicou o relaxamento da 

musculatura ventricular esquerda nos animais SD, concordando com relatos de 

disfunção diastólica encontrada em levantadores de peso que faziam uso de altas 

doses de anabolizante (Kindermann, 2006; Notting et al, 2006). Este achado foi 

importante, pois indica que as doses utilizadas em nosso estudo foram capazes de 

promover alguns dos efeitos deletérios descritos com o uso abusivo de 

anabolizantes. 
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A tolerância ao insulto de I/R foi outro parâmetro avaliado através do estudo 

do coração isolado (in vitro). A tabela 5 mostrou que a isquemia levou à contratura 

cardíaca caracterizada pela maior pressão diastólica (PD), que foi agravada no 

período de reperfusão nos quatro grupos experimentais. A PD encontrada no 

período da reperfusão não está correlacionado com a recuperação da pressão do 

VE (%PDVE – figura 14), nem com as lesões teciduais (figura 15) encontradas em 

nossos experimentos de I/R, tendo em vista que o exercício foi capaz de amenizar 

a disfunção contrátil e as injúrias isquêmicas (figuras 14 e 15), mas não a disfunção 

diastólica (tabela 5). A contratura cardíaca proveniente do evento de I/R pode ter 

resultado de alterações no metabolismo celular tais como a depleção do ATP e o 

aumento dos níveis do íon cálcio intracelular (Ferrari et al, 1986a; Ferrari et al, 

1986b; Steenbergen et al, 1990; Gustafsson & Gottlieb, 2008). A disfunção da 

maquinaria contrátil cardíaca é observada principalmente em isquemias severas, 

com duração acima de 30 minutos (Ferrari et al, 1986). Além disso, foi mostrado 

que pode ser amenizada pelo precondicionamento isquêmico (Szenczi et al, 2005), 

pelo exercício (Brown et al, 2003; Hwang et al, 2005) e pelo tratamento com 

inibidores do transportador de cálcio e do trocador sódio-cálcio (Gustafsson & 

Gottlieb, 2008), ressaltando a importância do cálcio nas disfunções geradas pela 

I/R. 

O comportamento da função contrátil e a área de infarto pós I/R foram 

mostrados nas figuras 14 e 15, respectivamente. Concordando com os resultados 

de trabalhos anteriores, os animais treinados apresentaram melhor recuperação da 

função contrátil (%PDVE - figura 14) e menor área de infarto (figura 15) que os 

animais sedentários (Powers et al., 1993; Libonati et al., 1997; Powers et al., 1998; 

Demirel et al., 2001; Hamilton et al., 2001; Yamashita et al., 2001; Brown et al., 

2003; Hamilton et al., 2003). Os mecanismos que promovem a cardioproteção são 

complexos e ainda são alvo de discussões, apontando para um somatório de 

alterações que podem envolver a ativação de cascatas de sinalização celular, e.g. 

via da PKC (Yamashita et al, 2001) e AMPc (Du Toit & Opie, 1992), melhora da 

capacidade antioxidante do miocárdio (Powers et al., 1993; Pereira, 1994; Hamilton 

et al., 2003; Chaves, EA, 2006 – ANEXO 1), indução de proteínas de choque 

térmico (HSP) (Benjamin & McMillan, 1998; Latchman, 2001), melhora da 

circulação colateral (cuja influência não foi relevante no presente trabalho tendo em 

vista a utilização de protocolo de isquemia global e não regional - McElroy et al., 
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1978; Powers, 2003), geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

mitocondriais (Starnes et al, 2007), conteúdo de metabólitos energéticos como a 

fosfocreatina e o ATP (Bowles et al., 1992) e abertura do canal de potássio sensível 

a ATP (Dos Santos et al, 2002; Da Silva et al, 2003). 

Apesar da vasta literatura acerca do tópico cardioproteção e exercício, pouco 

se sabe sobre os efeitos do tratamento com anabolizante no insulto de I/R. Deste 

modo, um dos principais resultados do presente trabalho encontra-se nas figuras 14 

e 15, onde foi mostrado que os animais treinados tratados com anabolizante (grupo 

TD) apresentaram menor recuperação da função contrátil (figura 14) e maior lesão 

no tecido cardíaco (figura 15) quando comparados aos animais do grupo TC. Este 

dado se correlaciona com informações da literatura mostrando uma maior 

incidência de doenças cardíacas em usuários de EA (Paavonen, 1994; Ajayi et al., 

1995; Melchert & Welder, 1995; American and Academy of Pediatrics, 1997; 

Dickerman et al., 1997; Wu, 1997; Bricout, 2000; Shahidi, 2001). Dentre as 

disfunções descritas pelo uso abusivo dos EA foram encontrados aterosclerose, 

formação de trombos, vasoespasmos (provenientes de alteração no metabolismo 

do NO) e lesões diretas nas células miocárdicas (Paavonen, 1994; Ajayi et al., 

1995; Melchert & Welder, 1995; American and Academy of Pediatrics, 1997; 

Dickerman et al., 1997; Wu, 1997; Bricout, 2000; Shahidi, 2001), que são achados 

que poderiam agravar as lesões geradas pelo insulto de I/R. Sabe-se também que 

a testosterona, que é a molécula que deu origem aos esteróides anabólicos (EA), é 

capaz de alterar o balanço redox, tendo sido demonstrado aumento de estresse 

oxidativo tecidual no fígado (Pey et al, 2003) e em rins de ratos (Iliescu et al, 2007). 

Embora tenhamos encontrado uma vasta literatura sobre os efeitos deletérios dos 

EA no sistema cardiovascular, houve um único estudo que associou os efeitos do 

exercício físico a suplementação com anabolizante no contexto do insulto de I/R. 

No referido trabalho, os animais treinados tratados com laurato de nandrolona 

apresentaram menor valor de função contrátil que os ratos do grupo treinados 

controle pós I/R (Du Toit et al, 2005). Segundo os autores, o aumento nos níveis do 

TNFα e do AMPc nos corações dos animais sedentários tratados com anabolizante 

explicariam a menor tolerância a isquemia. Apesar dos níveis de ambas moléculas 

não terem sido avaliados nos ratos treinados, foi postulado que a perda da 

cardioproteção encontrada nos mesmos dever-se-ia a este mecanismo. O 

fundamento para tal conclusão se baseia em relatos da literatura que mostraram 
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que  camundongos cujo o gene do TNFα foi deletado apresentaram maior 

resistência ao insulto de I/R (Maekawa et al, 2002) e que o aumento dos níveis de 

AMPc durante a isquemia agravaram os danos promovidos pela I/R através do 

aumento dos níveis de Ca+2 citossólico (Du Toit & Opie, 1992).  

 

5.4. Mecanismos cardioprotetores 

 

5.4.1 Enzimas antioxidantes e tióis 

  

Dentre os mecanismos cardioprotetores mencionados anteriormente, 

decidimos por investigar a influência do nosso modelo de exercício e de 

tratamento com DECA na atividade das enzimas antioxidantes e de algumas 

enzimas do metabolismo energético durante o insulto de I/R. 

A influência da atividade física na capacidade antioxidante tecidual tem 

sido investigada exaustivamente. Foi proposto que o exercício induziria um 

estresse oxidativo tecidual intermitente (Davies et al, 1982a; Davies et al, 1982b; 

Alessio & Goldfarb, 1988; Sen, 1995, Kramer et al, 2007) resultando em um 

aumento na capacidade antioxidante em diferentes tecidos (Atalay & Sen, 1999; 

apud Ji, 2002). O estresse oxidativo gerado pelo exercício ocorre como 

conseqüência do aumento do consumo de oxigênio no músculo exercitado 

(Dröge, 2001; Kramer et al, 2007) e da atividade da xantina oxidase acarretada 

pela grande quantidade ATP hidrolisada pela atividade muscular (Heunks et al, 

1999). Foi mostrado que músculos exercitados apresentaram uma maior 

produção de ROS em comparação aos em estado de repouso (Bejma & Ji, 1999), 

aumento nos níveis de glutationa oxidada e de produtos de peroxidação lipídica 

circulantes (Laaksonen et al, 1999). Reforçando a relação entre o estresse 

oxidativo e as defesas antioxidantes no exercício, Goldfarb et al (1996) mostraram 

que o exercício agudo promoveu um aumento na atividade da catalase, que foi 

amenizada pela suplementação com vitamina E, sugerindo que o aumento desta 

defesa antioxidante não enzimática estaria reduzindo o estresse oxidativo 

induzido pela atividade física e conseqüentemente amenizando o estímulo para o 

aumento da atividade da catalase. Ohkuwa et al (1997) relataram que uma 

sessão curta de exercício promoveu aumento no conteúdo de glutationa reduzida 

(GSH) no coração. Segundo os autores, esse aumento seria resultante de um 
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efluxo de GSH hepática induzida pela atividade física, apontando para a 

importância dos níveis de GSH hepáticos no exercício. As defesas antioxidantes 

também parecem ser capazes de interferir no desempenho obtido no exercício. 

Sen et al (1994) mostraram que ratos com deficiência nos níveis de glutationa 

celular obtiveram menor rendimento durante o exercício, sugerindo que o 

incremento das defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas atuaria não 

só como uma adaptação ao estresse oxidativo proveniente do exercício, mas 

também como regulador determinante da performance (Sen et al, 1994).  

 O exercício, principalmente de média e de alta intensidade, quando 

praticado com regularidade, resulta em adaptações como aumento da expressão 

das enzimas antioxidantes (Ji, 2002; Kramer et al, 2007) e aumento da 

longevidade (Navarro et al, 2004). Os dados descritos nas figuras 16-20 

concordam com vários relatos da literatura (Powers et al., 1993; Husain & 

Somani, 1997; Atalay & Sen, 1999; Ji, 2002; Hamilton et al., 2003; Kramer et al, 

2007), sugerindo que o aumento da atividade das enzimas antioxidantes 

encontrados em nosso estudo seria resultante do estresse oxidativo intermitente, 

promovido pelo exercício. Baseado em estudos como o de Ramires & Ji (2001), a 

menor lesão encontrada nos animais TC frente ao insulto de I/R (figura 14 e 15) 

poderia ser explicada pela maior atividade da SOD e da GPx (figura 16) e pela 

manutenção dos níveis de tióis durante o evento de I/R (figura 21) quando 

comparado aos demais grupos. Segundo Ramires & Ji (2001), tanto o treinamento 

quanto o treinamento associado à suplementação oral com GSH promoveram 

maior tolerância à isquemia e aumento da atividade das enzimas antioxidantes. A 

maior atividade das enzimas antioxidantes encontrada no grupo TC podem estar 

envolvidas com a ativação de vias de sinalização e de fatores de transcrição, 

como o HSF-1, a MAPK, o NF-kB e o AP-1 (Ji, 2002; Sen et al, 1994; Sen, 1995; 

Ji, 2002; Kramer et al, 2007). Foi mostrado que o gene de enzimas antioxidantes, 

como a MnSOD e a γ-glutamil sisteína sintetase, possuem sítios de ligação nas 

suas regiões promotoras para fatores de transcrição como o NF-κB e o AP-1, 

onde estes poderiam se ligar, resultando em maior expressão destas enzimas (Ji, 

2002; Kramer et al, 2007). Hollander et al (2001) investigaram a resposta de uma 

única sessão de exercício na expressão do gene da MnSOD em músculo 

esquelético de rato. Utilizando a técnica de binding, constataram que a ligação do 

NF-kB e do AP-1 aumentaram após o exercício agudo, sendo detectado 
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concomitante aumento da expressão de RNAm da MnSOD. O aumento do NF-κΒ 

persistiu por cerca de 48 horas, onde também foi detectado aumento nos níveis 

protéicos de MnSOD, enquanto o do AP-1 apresentou pico em 30 minutos com 

conseqüente retorno aos valores basais em questão de horas. Do mesmo modo, 

o aumento do peróxido de hidrogênio induzido pelo exercício ativou a MAPK em 

células de músculo esquelético de forma dose e tempo dependente (Kramer et al, 

2007). Apesar dos efeitos positivos, a ativação crônica de algumas destas vias, 

como a via do NF-kB, está envolvida com doenças ligadas a distúrbios 

metabólicos e de degeneração tecidual, alertando para a diferença e importância 

da estimulação intermitente encontrada no treinamento (Ji et al, 2004; Ji, 2002; 

Kramer et al, 2007). Embora o exercício tenha promovido aumento da regulação 

de transcrição das enzimas antioxidantes e conseqüentemente, de suas 

atividades, o aumento da atividade destas parece não ocorrer somente por tal 

mecanismo. Trabalhos como o de Somani et al (1995), mostraram que o aumento 

da atividade da SOD, GPx e catalase induzidos pelo exercício foram maiores que 

os respectivos aumentos nos conteúdos dos RNAm, sugerindo que o exercício 

também poderia ativar fatores que contribuiriam para o aumento da atividade 

catalítica destas enzimas.  

Como observamos na figura 16, os efeitos do exercício na atividade das 

enzimas antioxidantes foram impedidos ou revertidos pelo tratamento com DECA. 

Não foram encontrados relatos na literatura a respeito da regulação das enzimas 

antioxidantes por esteróides anabólicos em coração, mas há evidências de que 

elas são reguladas de formas diferenciadas, dependendo do tecido. Em 

macrófagos, por exemplo, ratos machos apresentaram menor atividade das 

enzimas antioxidantes quando comparados às fêmeas (Azevedo et al, 2001). 

Pansarasa et al (2002) por sua vez, mostraram que a administração de 

proprionato de testosterona promoveu aumento do estresse oxidativo tecidual, 

além de aumento da atividade da MnSOD, em músculo esquelético de ratos 

sedentários. O treinamento foi capaz de reduzir o estresse oxidativo basal 

muscular e aumentou a atividade da MnSOD. O efeito do treinamento na 

atividade da MnSOD foi inibido pelo tratamento com a testosterona, através de 

mecanismos desconhecidos até aquele momento. Em fígado, o tratamento com 

esteróides anabólicos promoveu maior estresse oxidativo tecidual, constatado 

através dos níveis aumentados de produtos de peroxidação lipídica (como os 
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TBARS), e aumento da atividade da SOD, catalase e GPx. Segundo os autores, o 

tratamento com anabolizante estaria promovendo um estresse oxidativo contínuo, 

ativando cascatas de sinalização sensíveis ao estado redox, resultando no 

aumento da expressão das enzimas antioxidantes (Pey et al, 2003). Como no 

nosso estudo não encontramos diferenças no conteúdo de tióis (figura 21) durante 

o período controle, aparentemente podemos descartar a hipótese do estresse 

oxidativo crônico. Uma hipótese para os resultados encontrados figura 16 seria 

que a resposta de aumento da atividade das enzimas anitoxidantes promovida 

pelo estresse oxidativo moderado induzido pelo exercício estaria sendo afetada 

pelo uso de altas doses de anabolizante. Neste contexto, Norata et al (2006) 

mostraram que a dehidroepiandrosterona (DHEA), que é um hormônio precursor 

da testosterona, foi capaz de diminuir a resposta inflamatória induzida pelo TNF-α 

em células endoteliais. Do mesmo modo, Iwasaki et al (2004) encontraram que a 

DHEA, preveniu a ativação do AP-1 induzida pelo TNF-α, e também a ativação do 

NF-κB estimulada pelo H2O2. Segundo os autores, os efeitos da DHEA seriam 

mediados, ao menos em parte, pela eliminação do estresse oxidativo produzido 

pela ativação de citocinas, como o TNF-α em hepatócitos. Avaliando mais 

especificamente os efeitos da testosterona em células endoteliais aórticas, 

Katakeyama et al (2002) revelaram que este hormônio foi capaz de inibir a 

ativação transcricional do NF-κB induzida pelo TNF-α, possívelmente através da 

supressão da translocação nuclear do NF-κB. Neste contexto, os resultados da 

figura 16 sugerem que o DECA poderia estar amenizando o estresse oxidativo 

promovido pelo exercício, impedindo que fatores transcricionais como o NF-κB e 

o AP-1 fossem ativados, estimulando a transcrição gênica das enzimas 

antioxidantes, resultando nas atividades mais baixas da SOD e da GPx 

encontradas no grupo TD. Apesar dos efeitos do DECA que especulamos, 

durante o insulto de I/R, os níveis de DECA presentes no tecido cardíaco não 

seriam suficientes para impedir as injúrias provenientes do grande estresse 

oxidativo tecidual, acarretando na oxidação dos tióis e nas lesões similares a dos 

animais sedentários. 

A importância do estresse oxidativo e do incremento das defesas 

antioxidantes teciduais sobre as injúrias geradas pelo evento de I/R é um ponto 

chave e controverso. Nas figuras 17-20, encontramos um aumento transitório na 
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atividade da maioria das enzimas antioxidantes durante o período de isquemia, 

sendo este revertido na reperfusão. Resultados semelhantes foram relatados por 

Arduini et al (1988), onde foram detectados aumentos na atividade das enzimas 

GPx e da GR no período da isquemia, porém, persistindo no período da 

reperfusão. Não foi encontrado um consenso a respeito da atividade da GPx 

durante a reperfusão, de modo que houveram relatos de aumento (Julicher et al, 

1984), diminuição (Guarnieri et al, 1980; Shlafer et al, 1987; Meerson et al, 1982) 

ou ainda a não alteração (Ferrari et al, 1986). Divergências desta natureza podem 

ser resultantes dos diferentes modelos experimentais, protocolos de I/R e animais 

utilizados. Os trabalhos acerca da enzima SOD foram mais homogêneos. Foram 

relatadas diminuições da atividade desta enzima tanto no período de isquemia 

quanto no de reperfusão em diferentes modelos animais (Guarnieri et al, 1980; 

Ferrari et al, 1986; Shlafer et al, 1987; Arduini et al, 1988). Segundo Shlafer et al 

(1987), a diminuição da atividade da SOD e da GPx observada no insulto de I/R 

em alguns trabalhos poderia ser reflexo de uma inativação ou perda do conteúdo 

destas enzimas. Na presente tese, encontramos um aumento na atividade das 

enzimas antioxidantes no período de isquemia em praticamente todos os grupos 

(figura 17-20), sugerindo um mecanismo protetor do tecido cardíaco à isquemia, 

independente do exercício ou do tratamento com DECA. Devido ao curto tempo 

do protocolo de I/R e a relatos como os de Hollander et al (2001), mostrando que 

o conteúdo protéico de CuZnSOD apresentou aumento 10 horas após o exercício 

agudo e a MnSOD somente após 48 horas, não acreditamos que o aumento de 

atividade das enzimas antioxidantes durante a isquemia tenha sido causado por 

um aumento na expressão das mesmas. Embora o exercício submeta o tecido 

cardíaco a um estresse oxidativo mais ameno que o protocolo de I/R global, 

acreditamos que o tempo de 30 minutos de isquemia não seja suficiente para 

promover aumento no conteúdo protéico das enzimas antioxidantes. Esta 

suposição é reforçada visto que ao término da reperfusão as atividades das 

enzimas antioxidantes retornaram aos valores do período de controle, apontando 

para uma regulação específica da atividade e não do conteúdo destas enzimas. 

Dentre as hipóteses que poderiam explicar nossos resultados, destacamos o 

estudo de Kosenko et al (1997), que demonstrou que concentrações 

micromolares de peróxido de hidrogênio (H2O2) exerceram um efeito estimulatório 

sobre a atividade da SOD em eritrócitos. De maneira semelhante, Tauler et al 



 82

(1999) tentaram mimetizar o estresse oxidativo de um exercício intenso in vitro, 

encubando eritrócitos hemolisados em um sistema xantina-xantina oxidase. Os 

resultados mostraram que em altas concentrações de eritrócitos a SOD presente 

nos mesmos foi capaz de dismutar todo o superóxido produzido pelo sistema 

xantina-xantina oxidase em H2O2. Neste caso, não foi observada a redução do 

citocromo c, nem alteração na atividade da catalase. Quando a concentração de 

eritrócitos hemolisados foi baixa, a SOD presente não foi capaz de dismutar todo 

o superóxido, de modo que o citocromo c passou a ser reduzido pelo superóxido, 

e coincidentemente, a atividade da catalase apresentou-se aumentada. Os 

autores sugeriram que a ativação da catalase estaria ligada à redução do íon ferro 

pelo ânion superóxido. Esta hipótese foi baseada no estudo de Hawkins et al 

(1993), onde mostraram que o sistema xantina-xantina oxidase, que foi usado 

para reduzir o íon ferro (de Fe3+ em Fe2+), aumentou o potencial gerador do 

radical hidoxil. Levando-se em consideração que o citocromo c é uma 

hemoproteína e a catalase também, é possível que o Fe3+ presente em sua 

estrutura tenha sido reduzido em Fe2+ aumentando a taxa de decomposição do 

H2O2 desta enzima (Tauler et al, 1999). Reforçando estes achados, foi mostrado 

que o óxido nítrico seria capaz de inibir a atividade da catalase através da 

oxidação do ferro presente nesta hemeproteína, produzindo nitrato e heme férrico 

(Wolin et al, 1998; Cooper, 1999).  

Os grupamentos tióis são compostos por várias substâncias e representam 

uma das mais importantes defesas antioxidantes não enzimáticas. Através dos 

seus níveis e da razão entre o estado reduzido e oxidados regulam várias funções 

celulares como permeabilidade de membrana, transporte iônico, atividade de 

ATPases e apoptose (Wang & Bellatori, 1998; Davis et al, 2001). Na mitocôndria, 

por exemplo, a glutationa, que é um tiol, representa uma das mais importantes 

defesas antioxidantes não enzimáticas. Apesar disso, a mitocôndria não possui 

enzimas responsáveis pela produção de glutationa, de modo que os níveis deste 

tiol no estado reduzido dependem exclusivamente da reciclagem promovida pela 

GR ou pela importação da mesma do citossol da célula (Fernandez-Checa, 2005). 

Em condições normais, em células de mamíferos, cerca de 98% da glutationa é 

mantida no estado reduzido (Wang & Bellatori, 1998). Em caso de estresse 

oxidativo severo, como o induzido pelo evento de I/R, ou onde a GR apresente 

uma redução em sua atividade, a glutationa passa a permanecer em um estado 
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oxidado, possibilitando que as ROS interajam com diversas estruturas da célula, 

como proteínas de membrana e enzimas, danificando-as e levando, em última 

instância, a morte celular (Wang & Bellatori, 1998; Davis et al, 2001). Os efeitos 

do exercício nas defesas antioxidantes não enzimáticas e sua importância na I/R 

é um tópico importante. Na figura 21 o conteúdo de tióis no período do controle 

mostrou que o exercício, tampouco o tratamento com DECA, interferiram no 

conteúdo das defesas antioxidantes não enzimáticas teciduais. Estes resultados 

concordam com os outros autores, onde o exercício não alterou os níveis de 

glutationa do coração (Leeuwenburgh et at, 1997; Ramires & Ji, 2001; Lennon et 

al, 2004). Apesar disto, também encontramos trabalhos onde o treinamento 

induziu aumentos nos níveis de glutationa citossólica (Somani et al, 1995) e nos 

níveis basais de tióis (Powers et al, 1998; Hamilton et al, 2001) ou ainda 

diminuição da razão glutationa reduzida/glutationa oxidada (Leeuwenburgh et at, 

1997) em corações, alertando para o impacto dos diferentes tipos de protocolos 

de treinamento e de modelos experimentais nas adaptações induzidas pelo 

exercício. Ao avaliarmos os níveis dos tióis no decorrer da I/R, observamos que 

os animais SC, SD e TD apresentaram diminuição significativa dos níveis destas 

substâncias ao término da reperfusão. Este dado concorda com resultados de 

trabalhos anteriores, onde o evento de I/R promoveu progressiva diminuição dos 

níveis da GSH, aumento da GSSG (Arduini et al, 1988), aumento na peroxidação 

lipídica e diminuição no conteúdo de ácido ascórbico (Tavazzi et al, 1992), 

refletindo o grande estresse oxidativo desencadeado pela I/R nos corações de 

animais sedentários. O exercício parece amenizar este quadro de estresse 

oxidativo, apesar de haver um estudo que mostrou que corações de ratos 

sedentários e treinados apresentaram lesão tecidual e estresse oxidativo similares 

no decorrer do insulto de I/R (Ramires & Ji, 2001). Em corações de animais 

treinados, a diminuição do estresse oxidativo tecidual tem sido caracterizada por 

relatos como uma menor peroxidação lipídica (Powers et al, 1998), maior 

conteúdo de tióis (Hamilton et al, 2001) e menor depleção de glutationa (Ji et al, 

1994) durante o evento de I/R. Os nossos resultados reforçaram a idéia do menor 

estresse oxidativo promovido pelo treinamento, de modo que os animais TC não 

apresentaram alterações nos níveis dos tióis durante o insulto de I/R (figura 21). 

Esta proteção pode ser um reflexo do aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes (figura 16), concordando com os resultados de trabalhos como o de 
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Powers et al (1998) e Hamilton et al (2001). Assim, as ROS produzidas durante a 

I/R estariam sendo detoxificadas em espécies não reativas, impedindo a oxidação 

dos tióis e de estruturas celulares, refletindo em uma menor lesão ao término do 

período de reperfusão. Os ratos TD apresentaram uma diminuição do conteúdo 

de tióis ao término do insulto de I/R, sugerindo que a menor atividade da SOD, 

GPx e GR do coração destes animais estaria permitindo um maior estresse 

oxidativo tecidual, resultando na oxidação dos tióis, e possivelmente de estruturas 

celulares, explicando a perda da cardioproteção encontrada no grupo TD. 

 

5.4.2 Enzimas do metabolismo energético 

 

Em condições de normóxia, 60-90% do substrato energético do tecido 

cardíaco advém da oxidação de ácidos graxos livres, enquanto apenas 10-40% é 

proveniente do metabolismo de carboidratos. Durante condições de hipóxia 

severa do miocárdio, o metabolismo oxidativo encontra-se prejudicado pela 

escassez de O2, acarretando em uma maior solicitação e utilização do ATP 

advindo de metabolismo anaeróbio (glicolítico) (Lee et al, 2004). Em isquemias 

severas, onde não há fluxo sanguíneo, ou no nosso caso, de solução de Krebs, o 

músculo cardíaco pode tornar-se totalmente dependente do metabolismo 

anaeróbio e de seus substratos endógenos, como o fosfato de creatina e o 

glicogênio. Dependendo da duração da isquemia, o metabolismo oxidativo 

encontrar-se-á totalmente suprimido pela escassez severa de O2. Como o 

piruvato resultante do metabolismo anaeróbio não consegue mais ser utilizado 

pelas enzimas do ciclo de Krebs, este passa a ser consumido majoritariamente 

pela enzima lactato desidrogenase (LDH), acarretando em um acúmulo de lactato 

e diminuição do pH no citossol da célula. A acidose induzida pela isquemia 

promove uma redução progressiva do metabolismo glicolítico, através da inibição 

de enzimas chave como a fosfofrutocinase (Stanley et al, 1997; Dhalla et al, 2000; 

Lee et al, 2004). A diminuição progressiva dos níveis de ATP encontrado durante 

a isquemia prejudica o funcionamento celular progressivamente, levando à 

diminuição da atividade de importantes ATPases e conseqüente perda do 

potencial de membrana, acúmulo do íon Na+ e do íon Ca2+ e aumento do estresse 

oxidativo no citossol da célula (Dhalla et al, 2000; Lee et al, 2004). Durante a 

reperfusão, o acúmulo de metabólitos como a hipoxantina e a xantina, agravam o 
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estresse oxidativo iniciado na isquemia, através do superóxido e do peróxido de 

hidrogênio produzidos pela reação da enzima xantina oxidase (Dröge, 2002).  

A atividade da HK, avaliada durante o insulto de I/R, apresentou aumento 

no período de isquemia nos ratos treinados quando comparados aos demais 

grupos (figura 22). O mecanismo responsável por este resultado não pode ser 

atribuído a um aumento na expressão protéica desta enzima através da ativação 

do fator de transcrição HIF-1 pela isquemia, pois a enzima lactato desidrogenase 

(LDH), cuja transcrição também é regulada pelo HIF-1 (Semenza, 2000a) não 

apresentou aumento em nenhum dos grupos experimentais durante a isquemia 

(figura 23). Dado semelhante ao nosso foi relatado por Knull et al (1973), onde 

isquemias curtas foram capazes de aumentar a atividade da HK de cérebro de 

galinha, através de mecanismos que não foram elucidados. Acreditamos que o 

aumento da atividade da HK nos ratos treinados possa estar ligado a uma 

regulação rápida talvez ligada ao aumento do estresse oxidativo tecidual 

encontrado durante a isquemia.  

Tentando compreender a importância do aumento da atividade da HK 

encontrada nos animais treinados durante a isquemia (figura 22) com a 

cardioproteção induzida pelo exercício, encontramos um trabalho mostrando que 

a superexpressão da enzima HK em células renais preveniu a apoptose induzida 

pelo estresse oxidativo agudo (Bryson et al, 2002). Neste contexto, formulamos a 

hipótese da HK estar auxiliando a atividade das enzimas antioxidantes. O 

aumento da atividade da HK implicaria em maior concentração de glicose-6-

fosfato citossólica, que poderia ser utilizada tanto pelo metabolismo glicolítico 

quanto pela via das pentoses. Durante situações como a I/R, há aumento dos 

níveis de NADP, que favorece a oxidação da glicose 6-fosfato pela glicose-6-

fosfato dehidrogenase na via das pentoses, acarretando na concomitante redução 

do NADP em NADPH. Como comentado anteriormente, o NADPH é um substrato 

essencial para a atividade da enzima GR, que através da redução da GSSG 

contribui tanto para a manutenção dos níveis de GSH celular, quanto para a 

atividade da enzima antioxidante GPx. Sabe-se que parte dos danos promovidos 

pelo insulto de I/R se deve ao aumento dos níveis de ROS como o H2O2, sendo 

que as defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas exercem um papel 

determinante destas injúrias (Halliwel & Gutteridge, 2007). Foi mostrado que tanto 

a depleção de GSH (Singh et al, 1989; Werns et al, 1992) quanto de glicose 6-
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fosfato desidrogenase (Jain et al, 2004) agravaram os danos gerados pelo insulto 

de I/R, assim como a suplementação com GSH aumentou a tolerância do tecido 

cardíaco a este insulto (Singh et al, 1989; Ferrari et al, 1991). Além disso, há 

aumento da atividade da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase de tecido 

cardíaco quando o mesmo é submetido a estresse oxidativo (Zimmer et al, 1981; 

Jain et al, 2003), indicando a correlação entre a atividade desta enzima, os níveis 

de GSH e as lesões geradas pela I/R. Tendo em vista estes achados, a hipótese 

da enzima HK estar auxiliando a atividade das enzimas antioxidantes nos animais 

treinados durante a isquemia e principalmente durante o início da reperfusão é 

bastante plausível. 

Ressaltando a importância da atividade da HK na prevenção das lesões 

induzidas pelo insulto de I/R, foi mostrado que a isoforma citosólica da HK pode 

ser translocada para a mitocôndria durante o estresse de isquemia, aumentando 

em cerca de 4 vezes a sua ligação a esta organela (Southworth et al, 2007) e que 

o ADP produzido pela atividade da HK em cérebro de ratos foi capaz de diminuir a 

geração de ROS mitocondrial neste tecido (Da-Silva et al, 2004). Deste modo, o 

ADP resultante da atividade da HK poderia atuar prevenindo a geração de ROS 

mitocondrial principalmente durante a reperfusão, diminuindo o estresse oxidativo 

tecidual e contribuindo conseqüentemente para a manutenção dos níveis de tióis, 

como encontrado nos animais treinados durante a I/R (figura 21). Outra 

possibilidade que correlacionaria a cardioproteção encontrada no grupo TC com o 

respectivo aumento da atividade da HK envolveria a maior atividade do 

metabolismo glicolítico durante a isquemia, onde a glicólise desempenha um 

papel importante na ressíntese de ATP da célula cardíaca (Stanley et al, 1997). 

Deste modo a diminuição dos níveis de ATP celular comumente relatado durante 

a isquemia seria amenizado, levando a menor redução na atividade das ATPases 

presentes nas células miocárdicas e, conseqüentemente em menor disfunção 

celular proveniente da perda do potencial de membrana celular e da sobrecarga 

de Ca2+ citossólica.  

A atividade da enzima LDH perante o insulto de I/R foi mostrada na figura 

23. O objetivo inicial da avaliação desta enzima foi averiguar se o HIF-1 estaria 

sendo ativado pelo evento de I/R, tendo em vista que tanto a transcrição da 

enzima LDH quanto da HK são reguladas pelo HIF-1 (Semenza, 2000a). Como 

não foi observado aumento da atividade desta enzima em nenhum dos grupos 
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experimentais, sugerimos que o HIF-1 não foi ativado ou não teve tempo 

suficiente para modular a expressão desta enzima durante o protocolo de I/R, e, 

portanto não pode ter sido responsável pelo aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes e da HK observado durante a isquemia (figuras 17-20, 22). Os 

animais SC e SD apresentaram uma diminuição progressiva da atividade da 

enzima LDH durante a I/R. Esta alteração encontrada nos corações dos animais 

sedentários foi independente do tratamento com anabolizante e parece ter sido 

impedida pelo treinamento (figura 23). Durante os eventos de I/R é comum 

encontrar relatos associando lesões teciduais à liberação da enzima LDH no 

efluente de corações (Bricknell & Opie, 1978; Zhang et al, 2007). A liberação da 

enzima LDH parece estar relacionada com a contratura da musculatura cardíaca 

encontrada na isquemia, devido ao baixo fluxo coronário, de modo que a enzima 

perdida pelas células injuriadas ficaria alojada no espaço intersticial até o 

momento da reperfusão, sendo liberada no efluente (Bricknell & Opie, 1978). 

Como a atividade da LDH não foi avaliada no efluente, podemos apenas sugerir 

que a diminuição da atividade encontrada nos animais sedentários (figura 23) seja 

resultante da perda de conteúdo de LDH tecidual durante a I/R, reforçando os 

dados de lesão tecidual encontrados nestes animais (figuras 14 e 15). 

Outra enzima avaliada durante o insulto de I/R foi a CS. Dependendo do 

animal, do tipo e intensidade do exercício a atividade da CS do tecido cardíaco 

pode não sofrer alteração (Powers et al, 1998; Delgado et al, 1999) ou apresentar 

aumento (Hinken et al, 2006). O aumento da atividade da CS induzida pelo 

exercício tem sido relacionado a uma melhora do metabolismo oxidativo 

(McAllister et al, 1997), que pode ser resultante de um aumento do conteúdo de 

mitocôndrias. Na presente tese não foram encontradas alterações na atividade da 

CS (figura 24) entre os quatro grupos experimentais em nenhum dos períodos 

experimentais (controle, isquemia e reperfusão), sugerindo que tanto o 

treinamento quanto o uso com DECA não estariam estimulando aumentos no 

conteúdo de mitocôndrias do tecido ventricular cardíaco.  

Na figura 25 avaliamos a atividade de transferência de elétrons do 

complexo I ao III da cadeia transportadora de elétrons (CI-III) durante a I/R. 

Revisando a literatura, encontramos que a inibição da atividade do complexo I ou 

do complexo III está associada a um aumento na produção de ROS (Turrens, 

2003). Do mesmo modo, vários trabalhos relataram que tanto a isquemia quanto a 



 88

reperfusão promoveram um aumento na produção de ROS em mitocôndrias de 

coração (Davies, 1989; Ueta et al, 1990; Li & Jackson, 2002). A maior produção 

de ROS encontrada na reperfusão, quando associada a sobrecarga do íon Ca2+, 

poderia culminar no inchamento da mitocôndria, com conseqüente ruptura das 

membranas e perda das funções mitocondriais levando a morte celular (Li & 

Jackson, 2002). No período do controle e da reperfusão, não foram encontradas 

diferenças na atividade do CI-III entre os grupos. Na isquemia foi observado um 

aumento da atividade do CI-III nos corações dos ratos TC. Este resultado 

corrobora com o aumento da HK encontrado na figura 22 e sugere uma maior 

capacidade de ressíntese de ATP através do metabolismo glícolítico e do 

oxidativo durante a isquemia e possivelmente durante os primeiros minutos da 

reperfusão nos animais treinados, levando em consideração que nos ensaios de 

atividade do CI-III havia substrato e oxigênio no meio de reação. Como a isoforma 

citossólica da enzima KH parece ser translocada para a mitocôndria durante a 

isquemia (Southworth et al, 2007), no início da reperfusão esta enzima poderia 

fornecer o ADP necessário para a atividade da ATP sintase, contribuindo para um 

fluxo contínuo de elétrons pelos complexos da cadeia respiratória, acarretando 

em uma menor produção de ROS mitocondrial no início da reperfusão (Boveris et 

al, 1972; Paraidathathu et al, 1992; Turrens, 2003). O mecanismo pelo qual o 

exercício permitiu a regulação transitória da atividade do CI-CIII durante a 

isquemia e como o DECA interferiu nessa resposta ainda é obscuro, sendo 

necessário mais estudos no futuro tentando elucidar estes achados. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 O treinamento físico promoveu maior tolerância do tecido ventricular cardíaco 

ao insulto da isquemia/reperfusão (I/R). Esta proteção caracterizou-se por uma 

melhor recuperação da função contrátil pós-isquemia, associada a uma menor área 

de infarto ao final da reperfusão. 

 Os mecanismos responsáveis pela cardioproteção encontrados nos ratos TC 

são complexos, envolvendo o aumento da atividade antioxidante enzimática, 

representada pelas enzimas SOD, GPx e GR, e possivelmente pela atividade da 

enzima HK no período da isquemia. Além disso, a maior atividade da HK e do 

complexo I-III da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial durante o período 

da isquemia, sugerem um melhor aporte energético e possível diminuição da 

produção de ROS pela mitocôndria neste período. Estas alterações enzimáticas 

resultariam na manutenção dos níveis de tióis durante a I/R e na menor lesão 

tecidual encontrados ao término da reperfusão no grupo TC.  

 A ativação dos mecanismos cardioprotetores induzidos pelo exercício foi 

prejudicada pelo tratamento com altas doses de decanoato de nandrolona (DECA) 

nos animais exercitados (TD). A perda da cardioproteção foi caracterizada tanto pela 

reduzida recuperação da função contrátil, quanto pelo maior tamanho da área 

infartada, apresentando valores semelhantes aos encontrados nos animais do grupo 

sedentário controle (SC). 

 Com os resultados do presente trabalho concluímos que a cardioproteção 

induzida pelo exercício está envolvida com a diminuição do estresse oxidativo 

tecidual, associado, possivelmente, a um melhor aporte energético e menor 

produção de ROS mitocondrial na isquemia e principalmente no início do período de 

reperfusão. Ressaltamos a necessidade de estudos mais focados no metabolismo 

mitocondrial, visando confirmar a hipótese de menor produção de ROS e melhor 

aporte energético no início da reperfusão, além da influência de outros mecanismos 

protetores ativados nesta organela, como o canal de KATP, que não foi o foco do 

presente trabalho. Os mecanismos cardioprotetores encontraram-se prejudicados 

nos animais treinados tratados com anabolizante, explicando de forma elegante a 

maior lesão encontrada nestes ratos. Devido à falta de informações sobre o tema 

abordado nesta tese, alertamos para a necessidade de futuros estudos buscando 
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compreender de forma mais ampla a interação entre cardioproteção, exercício e 

anabolizante. 
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