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RESUMO 
 
 
Os níveis de DHEA atingem seu pico entre a segunda e a terceira 

décadas de vida, e então começam a diminuir em torno de 2% ao ano. A 

diminuição da DHEA associada ao envelhecimento pode levar a doenças auto-

imunes, disfunção sexual, osteoporose, alteração do metabolismo de lipídios, 

diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares. Tais observações sugerem que o 

restabelecimento de DHEA aos níveis encontrados em jovens adultos pode ter 

efeitos benéficos nos distúrbios relacionados à idade. Muitas hipóteses têm 

sido propostas para o envelhecimento cardíaco, incluindo o acúmulo de 

radicais livres. Neste estudo objetivou-se determinar o papel da DHEA sobre o 

estresse oxidativo (tecido cardíaco e eritrócitos), por meio de medidas de dano 

oxidativo e de defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas, 

correlacionando-o com vias de sinalização, em diferentes etapas do 

envelhecimento de ratos Wistar machos sadios. No primeiro artigo, avaliamos 

os efeitos de diferentes concentrações de DHEA em distintas janelas temporais 

sobre o estresse oxidativo e sua relação com a ativação da Akt no miocárdio de 

ratos adultos (3 meses). A DHEA produziu diferenças significativas entre as 

diferentes janelas temporais sobre os parâmetros estudados, com uma 

resposta com perfil prooxidante no miocárdio dos ratos adultos. No segundo 

artigo, avaliamos os efeitos da administração crônica de DHEA sobre o 

estresse oxidativo e sua relação com a ativação da Akt no miocárdio de ratos 

jovens e velhos (3 e 18 meses). A DHEA produziu aumento na fosforilação da 

Akt e diminuiu a atividade da SOD nas duas idades estudadas. A ativação da 

via da Akt parece estar relacionada com mudanças nos parâmetros de estresse 
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oxidativo, de acordo com a idade investigada. A administração crônica de 

DHEA sobre o estresse oxidativo nos eritrócitos de ratos de diferentes idades 

(3, 13 e 18 meses) foi o objetivo do terceiro artigo, e como resultado a DHEA 

produziu efeito prooxidante sobre todas as idades, especialmente na idade de 

13 meses. Parece que aos 13 meses há uma importante depleção de alguns 

antioxidantes específicos, que pode ter evidenciado os efeitos da DHEA. No 

último artigo avaliamos os efeitos da administração crônica de DHEA sobre o 

estresse oxidativo no coração de ratos jovens e velhos (3 e 24  meses),  

verificamos se tais mudanças estariam associadas às alterações no estado 

redox e correlacionamos a concentração de peróxido de hidrogênio à possível 

modulação da expressão de proteínas redox-sensíveis. A DHEA aumentou 

significativamente a atividade da GST no miocárdio dos grupos 3 e 24 meses. 

O fator idade diminuiu a concentração de peróxido de hidrogênio e a 

concentração proteica de Nrf2, independentemente do tratamento. Entretanto, 

a idade aumentou as concentrações de GST, Akt e p-Akt em ambos os grupos 

de 24 meses. O grupo 24 meses tratado com DHEA respondeu diferentemente 

considerando as medidas de GSSG, a atividade da GPx e a concentração da 

p-Akt. Os resultados obtidos por meio destes experimentos indicam um cenário 

em que a DHEA parece modular proteínas redox-sensíveis, bem como exerce 

diferentes efeitos em relação ao estresse oxidativo dependendo da idade. O 

uso indiscriminado deste hormônio poderia alterar vias redox-sensíveis de 

maneira a produzir adaptações inadequadas ou não necessariamente 

benéficas ao organismo. 



1. INTRODUÇÃO 

 
 
 
O envelhecimento é a deterioração progressiva das funções 

fisiológicas. No envelhecimento, há uma redução da capacidade de síntese de 

proteínas, diminuição das funções imunológicas, aumento da massa gorda, 

redução da força e da massa muscular, diminuição da densidade mineral 

óssea, resistência à insulina, depressão e aumento do risco cardiovascular 

(Lapchak e Araujo, 2001; Robinzon et al, 2003). Dados biológicos, 

epidemiológicos e demográficos têm gerado várias teorias que procuram 

identificar a causa ou os mecanismos responsáveis pelo envelhecimento. Nos 

últimos anos, a busca por uma única causa para o envelhecimento, como um 

único gene, ou a chave para o declínio do sistema corporal, tem sido 

substituída por uma visão de que este processo é extremamente complexo e 

multifatorial (Weinert e Timiras, 2003). Diferentes teorias para explicar o 

envelhecimento não são excludentes e se sobrepõem, descrevendo 

adequadamente este processo. Tais teorias formuladas para explicar o 

envelhecimento foram agrupadas em categorias: evolutiva, molecular, celular e 

sistêmica. Nos anos 40, a teoria evolutiva foi descrita baseada na doença de 

Huntington, inspirando a teoria do envelhecimento de acúmulo de mutações, a 

qual sugere que mutações podem ser acumuladas na população e levar a 

patologias e à senescência (Haldane, 1941). Porém, há poucas evidências 

experimentais para esta teoria. A teoria do corpo disponível, que é baseada 

também no conceito da teoria evolutiva, explica porque vivemos determinado 

período de tempo, sugerindo que o organismo é eficiente somente até o 
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sucesso reprodutivo - mas não relata uma causa específica para o 

envelhecimento (Loison et al, 1999). 

Entre as teorias referentes à categoria molecular, está a teoria da 

regulação gênica do envelhecimento, a qual propõe que a senescência é 

resultado de mudanças na expressão gênica. Após delinear a expressão 

gênica do envelhecimento “normal”, houve tentativas para desenvolver 

intervenções que poderiam retardar ou acelerar o envelhecimento (Kanungo, 

1975). 

A teoria da senescência celular, formulada em 1965, propõe que há 

um limite para a capacidade replicativa normal das células (Hayflick, 1965). A 

senescência celular também pode ocorrer em resposta a diferentes eventos 

moleculares. Ainda dentro da categoria celular, está a teoria dos radicais livres, 

descrita em 1956 por Harman, sugerindo que a formação de radicais livres de 

oxigênio durante o metabolismo aeróbio resulta em dano oxidativo acumulado 

e, consequentemente, na senescência. O dano oxidativo celular é 

indiscriminado: há evidências de modificação de DNA, proteínas e lipídios.  A 

oxidação de proteínas pode gerar desequilíbrio no metabolismo celular e nas 

vias de sinalização. O dano oxidativo a lipídios também prejudica a sinalização 

celular e a regulação iônica da membrana. A teoria dos radicais livres está bem 

consolidada, pois há evidências na literatura de que elevados níveis de dano a 

proteínas, aos lipídios de membrana e ao DNA são encontrados em animais 

velhos (Valko et al, 2007).  

As teorias do envelhecimento com base na categoria sistêmica (ou de 

sistemas) estão relacionadas ao declínio da função dos sistemas de órgãos 

essenciais para o controle e a manutenção de outros sistemas dentro do 
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organismo e para a habilidade dos organismos de se comunicar e se adaptar 

ao meio em que estão inseridos. A teoria neuroendócrina propõe que o 

envelhecimento é conseqüência das mudanças nas funções neurais e 

endócrinas que são cruciais para a comunicação coordenada e para a 

responsividade de todos os sistemas corporais ao meio externo (Finch, 1976).  

Já a teoria neuroendócrina-sistema imune, relacionada ao envelhecimento, 

aborda a integração e a interação destes dois sistemas. Tal relação acontece 

por meio dos neuropeptídeos  e citocinas presentes no sistema imune, por 

hormônios da hipófise anterior e posterior que controlam várias funções 

imunológicas importantes e pela ação das citocinas nas funções 

neuroendócrinas. Na maioria dos humanos senis, a imunossenescência está 

caracterizada pela redução da resistência a doenças infecto-contagiosas, pela 

menor proteção contra o câncer e pelo aumento de doenças auto-imunes 

(Franceschi et al, 2000; Ginaldi e Sternberg, 2003). O declínio na habilidade de 

responder às modificações homeostáticas está relacionado com três sistemas 

hormonais, os quais têm seus níveis hormonais diminuídos com o 

envelhecimento: estrogênio e testosterona (menopausa e andropausa, 

respectivamente), desidroepiandrosterona (DHEA) e seu ester sulfatado 

(DHEAS) (adrenopausa) e o eixo do hormônio do crescimento (GH)/IGF-I 

(somatopausa)(Lamberts et al, 1997).     

 A DHEA e a DHEAS são hormônios esteróides. Os hormônios 

esteróides são derivados do colesterol e são sintetizados principalmente nas 

adrenais, nas gônadas e na placenta. A síntese dos hormônios esteróides 

requer várias reações enzimáticas seqüenciais (Figura 1) que convertem o 

colesterol em glicocorticóides, mineralocorticóides ou hormônios sexuais, 
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iniciando-se com a conversão do colesterol em pregnenolona, reação 

catalisada pela enzima citocromo P450scc (side chain cleavage). A P450scc é 

uma enzima existente na membrana mitocondrial interna e tem por finalidade a 

remoção da cadeia lateral de 6 carbonos do colesterol.  A taxa de síntese dos 

esteróides é controlada pelo transporte do colesterol do citoplasma para a 

membrana mitocondrial, onde a esteroidogênese começa pela produção de 

pregnenolona, a partir do colesterol. O transporte de colesterol através da 

membrana mitocondrial é feito pela proteína de regulação estereoidogênica 

aguda (StAR – Steroidogenic acute regulatory protein).  A síntese de cada 

esteróide é dependente da expressão de enzimas e/ou da competição entre as 

enzimas por determinado substrato. A enzima P450c17 presente nos testículos 

resulta na produção de androgênios e a P450 aromatase nos ovários resulta na 

produção de estrogênios. Nas adrenais estão expressas a P450c11β e 

P450c11AS resultando na produção de glicocorticóides e mineralocorticóides.      
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Figura 1: Biossíntese dos hormônios esteróides (adaptado de Reusch, 

2005) 

 

No homem, a DHEA é o esteróide mais abundantemente produzido 

pelas glândulas adrenais, e a concentração plasmática de DHEAS  é 20 vezes 

superior a de qualquer outro hormônio esteróide circulante (Nakamura et al, 

2004). A DHEAS circulante serve como reserva de DHEA, sendo esta 

conversão feita por sulfotransferases encontradas em diversos tecidos 

(Komesaroff, 2008). A fórmula molecular da DHEA é C19H28O2, tendo peso 

molecular de 288,43 (g/mol). A meia-vida da DHEA no sangue é de 

aproximadamente 1-3 horas, enquanto a DHEAS tem uma meia-vida de 10 a 

20 horas (Webb et al, 2006). Este esteróide pode ser convertido em muitos 
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metabólitos, de acordo com o tecido-alvo e o tipo celular. Seus principais 

metabólitos, incluindo a DHEAS, são 7α-OH-DHEA, 7β-OH-DHEA, 7-oxo-

DHEA, androstenediona e androstenediol.   

A zona reticular do córtex adrenal pode somente sintetizar e secretar 

PREG (pregnenolona), PREGS (pregnenolona sulfatada), 17α-OH PREG (17α-

hidroxi pregnenolona), DHEA e DHEAS, por não possuir a atividade da 3β-HSD 

(3β-hidroxi esteróide desidrogenase), uma enzima presente nas outras zonas 

adrenocorticais (Roberts,1999).  O córtex adrenal sintetiza e secreta  entre 75 a 

90% da DHEA presente no organismo, com o percentual restante sendo 

produzido pelos testículos ou ovários (Webb et al, 2006).    

A DHEA também é classificada como neuroesteróide. O termo 

“neuroesteróide” foi cunhado pela primeira vez por Baulieu em 1981, referindo-

se aos esteróides que são sintetizados no sistema nervoso central (SNC) e 

periférico, mesmo após remoção das gônadas e das glândulas adrenais de 

ratos. Portanto, estes esteróides podem ser sintetizados de novo (a partir do 

colesterol) nestas regiões, pelo menos parcialmente independentemente da 

secreção periférica (Corpechót et al, 1981, Baulieu, 1996; 1997).  São 

neuroesteróides também a PREG e PREGS, a PROG (progesterona), seu 

metabólito alopregnenolona e a DHEAS. Os neuroesteróides exercem muitos 

efeitos no encéfalo humano e de roedores. Em diferentes regiões do encéfalo, 

as concentrações de DHEA variam de acordo com as circunstâncias 

comportamentais e ambientais, como estresse, reconhecimento sexual ou 

agressividade (Baulieu et al., 2001).  A DHEA tem vários efeitos no SNC, como 

melhora da memória e aprendizagem, efeitos neurotróficos e neuroprotetores e 

redução do risco de ocorrência dos distúrbios neurodegenerativos relacionados 
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à idade (Wang et al., 2001). Tais efeitos podem ser mediados por sua 

conversão a estrogênios e androgênios ou por ação direta em neurônios e 

células gliais (Schumacher et al., 2000). A modulação da atividade de 

receptores de neurotransmissores está envolvida nos efeitos 

psicofarmacológicos da DHEA e permite explicar seu efeito anticonvulsivo, 

ansiolítico, antidepressivo e sedativo, bem como sua influência na memória 

(Schumacher et al., 2000).  

Os mecanismos através dos quais a DHEA e a DHEAS agem ainda 

não foram plenamente estabelecidos. A DHEA age genomicamente através do 

receptor de androgênio e tem efeito sobre receptores da superfície celular (Mo 

et al, 2006). Sabe-se que a DHEA e seus metabólitos podem ativar receptores 

de estrogênio (especialmente o receptor de estrogênio tipo α), o receptor α 

ativado por proliferadores de peroxissomos, o receptor X pregnano, além da 

existência de outros receptores associados à membrana (Webb et al, 2006). 

Foram encontrados sítios de ligação intracelulares específicos para a DHEA 

em linfócitos T de humanos e de camundongos (Okabe et al, 1995; Meikle et al, 

1992), no fígado de ratos (Kalimi e Regelson, 1988) e na musculatura lisa 

vascular humana (Williams et al, 2002). Entretanto, ainda não foi 

convincentemente identificado um receptor nuclear específico para este 

esteróide (Widstrom e Dillon, 2004). Um sítio de ligação específico para a 

DHEA na membrana plasmática de células endoteliais de aorta bovina foi 

caracterizado por Liu e Dillon (2002). O tratamento de células endoteliais com 

DHEA gerou aumento na produção de óxido nítrico e na formação de 

monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), além de inibir a apoptose. Tais 

efeitos foram exercidos por proteínas de membrana acopladas à proteína G 
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(Liu et al, 2007). A DHEA pode agir como modulador de receptores de 

membrana de neurotransmissores, como GABAA (Xilouri e Papazafiri, 2006), 

NMDA (Compagnone e Mellon, 1998) e receptores sigma 1 (Kurata et al, 

2004). 

Grandes quantidades de DHEA são sintetizadas durante a vida fetal 

como um precursor para o estrogênio placentário. A produção é interrompida 

após o nascimento e reinicia na idade entre 5 e 7 anos (Nippoldt e Nair, 1998). 

Os níveis de DHEA e DHEAS atingem seu pico entre a segunda e a terceira 

décadas de vida, e então começam a diminuir em torno de 2% ao ano 

(Genazzani et al, 2007). Em humanos, as concentrações de DHEA plasmática 

são de aproximadamente 1 - 4 ng/mL (0,003 – 0,015 µmol/L), e a DHEAS 

circulante tem concentrações muito maiores (3 - 10 µmol/L) (Webb et al, 2006). 

A diminuição da DHEA associada ao envelhecimento pode levar a doenças 

auto-imunes, disfunção sexual, osteoporose, alteração do metabolismo de 

lipídios, diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares (Bácsi et al, 2007). O 

desenvolvimento e a incidência de doenças cardiovasculares e 

cerebrovasculares estão relacionadas ao envelhecimento (Wu et al, 2007). Tais 

observações sugerem que o restabelecimento de DHEA aos níveis  

encontrados em adultos jovens pode ter efeitos benéficos nos distúrbios 

relacionados à idade.  

Muitos estudos em animais sugerem que a DHEA tem efeito 

cardioprotetor, antiobesidade, diabetogênico, estimulador da resposta imune, 

além de propriedades carcinogênicas (Mühlen et al, 2007). A aplicabilidade 

destes resultados na fisiologia humana é questionável, uma vez que somente 

humanos e alguns primatas produzem DHEA em quantidades mensuráveis 
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(Mühlen et al, 2007). Em roedores, os níveis de DHEAS circulante são muito 

baixos – cerca de três ordens de magnitude menores do que nos humanos - o 

que torna impossível detectar alguma diminuição significativa relacionada à 

idade (Legrain e Girard, 2003). Entretanto, há um interesse significativo neste 

esteróide baseado em inúmeras observações clínicas, incluindo: um 

pronunciado declínio na sua produção desde a adultez até os 70 anos, número 

crescente de literatura científica mostrando mudanças nos níveis de DHEA 

associadas a muitas doenças, e observações de que a terapia de reposição 

com DHEA pode suavizar os declínios associados à idade em relação a várias 

funções (Mo et al, 2006). Dados obtidos em ensaios humanos (Nakamura et al, 

2004; Mühlen et al, 2007; Yamada et al, 2007), modelos animais (Campbell et 

al, 2004; Wu et al, 2007) e estudos in vitro (Mo et al, 2006; Gallo et al, 1999) 

sugerem o uso potencial de DHEA como intervenção terapêutica. Uma vez que 

a secreção de DHEA exibe um padrão associado à idade, que está 

caracterizado por seu declínio com o avanço do envelhecimento, este esteróide 

tem gerado um grande interesse como um hormônio “anti-envelhecimento” 

(Arlt, 2004).  

Estudos epidemiológicos mostraram que a incidência de aterosclerose 

e a mortalidade por doenças cardiovasculares estão inversamente associadas 

com as concentrações de DHEA e DHEAS, principalmente em homens 

(Barrett-Connor et al, 1995; Alexandersen et al, 1996; Legrain e Girard, 2003). 

A administração de DHEA (150 mg/dia) por 40 dias diminuiu os níveis de 

colesterol total, insulina e glicose em homens que apresentavam baixos níveis 

de DHEA, evidenciando seu efeito benéfico ao reduzir os fatores de risco para 

doenças coronarianas (Rabijewski e Zgliczynski, 2005). A incidência e 
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prevalência de doenças aterotrombóticas, como acidente vascular cerebral e 

doença coronariana, aumentam com o envelhecimento (Minamino e Komuro, 

2007). Importantes estudos indicam a associação entre envelhecimento e 

modificações bioquímicas na parede arterial e em lipoproteínas (Picard et al, 

1979;Nakamura et al, 1999). Além disso, o status hormonal, incluindo a DHEA 

(Orentreich et al, 1984; Migeon et al, 1957), também pode estar relacionado 

com o envelhecimento e a incidência aumentada de doença coronariana. A 

DHEA é um precursor dos esteróides sexuais e parte dos seus efeitos depende 

da sua conversão a estrogênios e androgênios. Os hormônios esteróides 

sexuais femininos exercem múltiplos efeitos no sistema vascular, reduzindo o 

desenvolvimento de aterosclerose, bloqueando a resposta ao dano na parede 

dos vasos e induzindo vasodilatação rápida (Arnlov et al, 2006, Khaw, 1996). 

Nakamura e outros (2004) relataram a produção de aldosterona em 

outros tecidos que não a glândula adrenal, inclusive no coração de humanos 

com insuficiência cardíaca. Demonstraram também que o coração humano 

sadio produz DHEA, sugerindo que este hormônio pode ter um papel fisiológico 

importante na prevenção de doenças cardiovasculares. Além de aldosterona, 

têm sido descrito que a CYP17, uma enzima chave para síntese de DHEA e de 

cortisol, também é produzida em outros tecidos como a pele, estômago, fígado 

e encéfalo. A CYP17 tem duas atividades enzimáticas, a citocromo P450 17α-

hidroxilase e a 17,20- liase. A reação da 17α-hidroxilase produz cortisol e a 

reação subseqüente da  17,20- liase produz DHEA. Neste estudo, a expressão 

gênica da CYP17 e a produção de DHEA foram mostradas no coração humano 

controle, além da produção diminuída de DHEA no coração insuficiente – o que 

poderia estar contribuindo para uma piora do quadro de insuficiência . Estes 
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autores sugerem que a DHEA e/ou seus metabólitos exercem ação 

cardioprotetora por efeitos anti-hipertróficos – evidenciados pela inibição do 

aumento do tamanho dos miócitos e da expressão gênica do peptídeo 

natriurético tipo B (BNP) (também conhecido como peptídeo natriurético 

cerebral), um marcador sensível de hipertrofia e insuficiência cardíacas. A 

quantidade de DHEA sintetizada pelo coração parece ser muito pequena para 

ter função endócrina, e deve funcionar de uma maneira autócrina ou parácrina 

no coração sadio (Nakamura et al, 2004).   

Muitas hipóteses têm sido propostas para o envelhecimento cardíaco, 

incluindo alteração na permeabilidade e estrutura da membrana, duração 

prolongada do potencial de ação e acúmulo de radicais livres (Wu et al, 2007). 

Os radicais livres são definidos como qualquer espécie química capaz de 

existência independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, 

e por isso podem ser extremamente reativos e capazes de atacar inúmeras 

biomoléculas (Halliwell e Gutteridge, 1999). No processo de respiração celular, 

o oxigênio recebe quatro elétrons de uma única vez por ação da enzima 

citocromo oxidase, resultando na redução do oxigênio até água. Porém, devido 

à sua configuração eletrônica, o oxigênio recebe um elétron de cada vez – 

redução monoeletrônica – formando compostos intermediários, os quais são 

bastante reativos (Reação 1.1). Tais compostos são chamados de espécies 

ativas de oxigênio (EAO), e alguns deles são radicais livres. A formação destas 

moléculas ocorre em aproximadamente 5% de todo o processo de redução do 

oxigênio até água (Yu, 1994). Destes compostos intermediários, pode-se 

destacar o ânion radical superóxido (O2
●-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

radical hidroxil (OH●). Os radicais livres apresentam ao menos um elétron 
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desemparelhado, normalmente no orbital mais externo. As espécies ativas de 

oxigênio (EAO)  estão envolvidas em vários processos degenerativos pela sua 

propriedade de produzirem ou serem radicais livres (Meneghini, 1987; Yu, 

1994).  

 

Reação 1.1: Formação das EAO, a partir da redução monoeletrônica do O2 

 

O estado excitado do oxigênio é denominado de oxigênio “singlet”, 

que também pode causar danos à célula (Halliwell, 2000), pois são as formas 

de oxigênio mais reativas (∆ e ∑). Os oxigênios “singlet” (especialmente a 

forma ∑) são muito mais reativos que o oxigênio molecular no estado 

fundamental porque não possuem restrição de spin. O peróxido de hidrogênio 

não é um radical livre porque apresenta todos os elétrons emparelhados, mas é 

capaz de atravessar facilmente as membranas biológicas, tendo a capacidade 

de formar espécies radicais (Halliwell e Gutteridge, 1999). O ânion radical 

superóxido (O2
●-) é o primeiro intermediário da redução monovalente do 

oxigênio à água e, a partir dele, são formadas as demais EAO. A enzima 

superóxido dismutase realiza a dismutação do radical superóxido formando 

peróxido de hidrogênio. O radical superóxido é mais estável e tem meia-vida 

mais longa que o radical hidroxil (Halliwell e Gutteridge, 1999). O peróxido de 

hidrogênio é o segundo intermediário da redução monovalente do oxigênio à 

água, podendo também ser produzido indiretamente, pela redução univalente 

do oxigênio, seguida da dismutação do ânion radical superóxido e/ou 

diretamente, pela redução bivalente do oxigênio molecular.  

OHOHOHOO 222
2-

22 ⎯⎯ →⎯⎯⎯ →⎯⎯⎯⎯ →⎯⎯→⎯
+−+−+−− +•++• HeHeHee
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Embora não seja um radical livre, o peróxido de hidrogênio pode gerar 

o radical hidroxil (OH●), que também pode ser prejudicial para a célula (Del 

Maestro, 1980). Mesmo tendo uma meia-vida extremamente curta, o radical 

hidroxil é um dos mais potentes oxidantes nos sistemas biológicos, podendo 

reagir com praticamente todas as biomoléculas, e é formado quando o peróxido 

de hidrogênio reage com os íons ferro ou cobre, pela reação descrita por 

Fenton em 1894 (Reação 1.2). O radical hidroxil também pode ser formado 

pela reação de Haber-Weiss, quando o peróxido de hidrogênio reage com o 

ânion superóxido, com catálise de íons divalentes de metais de transição 

(Reação 1.3). 

 

 

Reação 1.2: Reação de Fenton 

 

 

Reação 1.3: Reação de Haber-Weiss (ou reação de Fenton superóxido 

assistida) 

 

Já está bem evidenciado que as EAO provocam ou influenciam 

inúmeros processos degenerativos como a catarata, o enfisema, a artrite, a 

doença de Parkinson, a lesão isquêmica, o câncer, a aterosclerose, a artrite, a 

retinopatia, a psoríase, a asma, a anemia, a trombose e o envelhecimento 

H O Fe Cu Fe Cu OH OH2 2
2 3 2+ ⎯→⎯ + ++ + + + • −/ /

H O O OH OH2 2 2

2

+ ⎯ →⎯⎯⎯ +•− • −+ +Fe Cu/
Fe+3/Cu+2
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(Meneghini, 1987; Halliwell e Gutteridge, 1999). Em todas essas doenças o 

dano inicial provoca alterações intracelulares, como recrutamento de 

macrófagos, dano mitocondrial, interferência nas defesas antioxidantes, 

aumento do cálcio intracelular e conversão de xantina desidrogenase à xantina 

oxidase. As EAO também podem destruir proteínas, pela oxidação de 

grupamentos sulfidril, além de poderem oxidar bases púricas e pirimídicas, 

gerando alterações no DNA (Vaca et al, 1988; Fraga et al, 1994). 

As EAO atacam os lipídios de membrana, num processo chamado de 

lipoperoxidação ou peroxidação lipídica (LPO). A LPO é um processo 

fisiológico que gera a renovação das membranas celulares (Halliwell, 2000). As 

reações de lipoperoxidação acontecem numa ordem seqüencial, com destaque 

para as seguintes etapas: iniciação, propagação e terminação. Na iniciação, 

geralmente o radical hidroxil ou o oxigênio “singlet”, atrai um átomo de 

hidrogênio do lipídio formando um radical centrado no carbono, que se combina 

com o oxigênio e produz o radical peroxil. A fase de propagação começa com o 

radical peroxil quando este, por sua vez, remove um átomo de hidrogênio de 

um lipídio adjacente, formando um lipoperóxido e um outro radical centrado no 

carbono (podendo reagir com o oxigênio e propagar a reação). A fase de 

terminação acontece quando dois radicais reagem entre si formando um 

tetróxido instável, que é decomposto em carbonilas excitadas e oxigênio 

singlet. O lipoperóxido sofre rearranjo molecular, gerando malondialdeído e 

outros aldeídos tóxicos – como o 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) - que podem ser 

quantificados por ensaios bioquímicos (Thomas, 1997; Halliwell e Gutteridge, 

1999).  
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O dano devido ao aumento na produção das EAO pode ser detectado 

pelo HNE, um marcador de lipoperoxidação. O HNE é um indicador da 

oxidação de lipídios e proteínas, reagindo com os aminoácidos cisteína, 

histidina e lisina formando adutos de Michael (Uchida, 2003). O HNE reage não 

somente com as proteínas de membrana, mas também com peptídeos 

intracelulares, como a glutationa (GSH) (Nakashima et al, 2003).  

O sistema de defesa celular contra a toxicidade pelos radicais livres 

pode se desenvolver por diferentes mecanismos, incluindo enzimas que 

removem as EAO, “scavengers” de radicais livres, vitaminas antioxidantes 

(carotenóides, vitaminas C e E), compartimentalização celular  (garantindo a 

separação de sítios de produção de EAO do resto da célula) e reparo tecidual 

(removendo bases oxidadas do DNA ou ácidos oxidados das membranas) 

(Marks et al, 1996). 

As células também desenvolveram mecanismos de proteção para 

combater a toxicidade do oxigênio, os antioxidantes. Os antioxidantes são 

substâncias capazes de neutralizar as ações dos radicais livres, prevenindo os 

danos oxidativos. A margem de segurança dessa proteção fornecida pelos 

antioxidantes no organismo é bastante limitada, e as defesas podem ser 

superadas se a produção oxidante aumentar (Rhoades e Pflanzer, 1992). Os 

antioxidantes – quando presentes – estão em baixa concentração comparada à 

do substrato oxidável, e retardam ou previnem a oxidação deste substrato 

(lipídio, proteína, DNA ou outra molécula passível de oxidação).  Localizados 

estrategicamente compartimentalizados nas organelas celulares, os 

antioxidantes minimizam os distúrbios no meio interno e preservam a atividade 

celular (Yu, 1994). Alguns dos mecanismos de ação dos antioxidantes são a 
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remoção do oxigênio presente no meio, a varredura das EAO e/ou de seus 

precursores, a inibição da formação das EAO, a quelação de metais que 

catalisam sua formação, a indução de aumento da produção de antioxidantes 

endógenos, entre outros (Halliwell, 1997).  

Antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos atuam conjuntamente na 

proteção celular. A primeira linha de defesa é constituída pelos antioxidantes 

enzimáticos, evitando o acúmulo do ânion radical superóxido e do peróxido de 

hidrogênio. A segunda linha de defesa objetiva impedir a propagação da LPO, 

e a terceira é constituída por enzimas de reparo a danos já instalados (Yu, 

1994). Quando a substância neutraliza as EAO nas fases de iniciação ou 

propagação da LPO, gerando um composto menos reativo, ela é chamada de 

“scavenger”. Porém, se a substância absorve a energia de excitação dos 

radicais, de forma a neutralizá-los, ela é denominada “quencher” (Sies e 

Murphy, 1991; Halliwell, 1997).  

A regulação das enzimas antioxidantes, fundamental para a 

manutenção da homeostase celular, depende de inúmeros fatores como 

especificidade do órgão, idade, estágio de desenvolvimento, perfil hormonal e 

disponibilidade de cofatores (Harris, 1992).   A superóxido dismutase (SOD), a 

catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) são enzimas que constituem o 

importante sistema enzimático responsável pela detoxificação das EAO.  

A SOD está presente em quase todos os organismos vivos, e é um 

sistema de defesa essencial para a sobrevivência em condições aeróbias 

(Belló-Klein, 1993; Favier, 1995). As superóxidos dismutases são um grupo de 

metaloenzimas que catalisam eficientemente a dismutação de dois íons 

superóxido para formar oxigênio e peróxido de hidrogênio (Reação 1.4), que é 
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menos reativo e que ainda pode ser degradado por outras enzimas (Fridovich, 

1975; Halliwell e Gutteridge, 1999). Há três tipos de SOD: SOD cobre e zinco, 

presente no citoplasma, no meio extracelular e na membrana extracelular das 

células de eucariontes, SOD manganês, presente na matriz mitocondrial e SOD 

ferro, presente em bactérias (Yu, 1994).  

 

222
SOD

2 OHOO2H2 +⎯⎯→⎯+ •+
 

Reação 1.4: Dismutação do radical superóxido pela enzima superóxido 

dismutase 

  

 A catalase (CAT) é uma enzima que tem ação bastante 

específica, uma vez que atua apenas em reações com peróxido de hidrogênio, 

metila e etila (Reação 1.5) (Chance et al, 1979). A catalase está presente em 

todos os órgãos, entretanto, seus níveis de atividade podem variar nos 

diferentes tecidos e dentro de uma mesma célula (Yu, 1994). Presente 

principalmente em peroxissomos, a catalase se encontra em diferentes 

concentrações nos diversos órgãos expostos ao dano oxidativo, uma vez que 

órgãos como cérebro, pulmão e coração têm poucos peroxissomos. Um 

mecanismo de defesa alternativo para estes órgãos pode ser a difusão de 

peróxido de hidrogênio para o sangue, onde este reage com a catalase 

eritrocitária (Halliwell e Gutteridge, 1999). 

                         OH21/2OOH2 22
Catalase

22 +⎯⎯ →⎯  

Reação 1.5: Decomposição do peróxido de hidrogênio pela enzima catalase 
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A glutationa peroxidase (GPx) está presente no citosol e na matriz 

mitocondrial. Esta enzima catalisa a redução do peróxido de hidrogênio e de 

hidroperóxidos orgânicos por meio da oxidação da glutationa reduzida (GSH) 

(Reação 1.6). No processo de oxirredução, os grupamentos sulfidrilas doam 

dois hidrogênios para os peróxidos, transformando-os em álcool e água, 

formando glutationa dissulfeto (GSSG) (Halliwell e Gutteridge, 1999; Yu, 1994). 

As glutationas peroxidases são constituídas de quatro subunidades de 

proteína, cada uma contendo um átomo de selênio no seu sítio ativo. Há dois 

tipos de glutationa peroxidase: a dependente de selênio e a independente de 

selênio, encontrada em diferentes concentrações no citosol e na matriz 

mitocondrial (Halliwell e Gutteridge, 1999; Yu, 1994). Pequenas quantidades de 

selênio são fundamentais na dieta dos animais: o consumo de selênio fornece 

o cofator para a família das enzimas glutationa peroxidases (Halliwell e 

Gutteridge, 1999). Há ainda a glutationa peroxidase plasmática (Punchard e 

Kelly, 1996). 

 

            R OOH+2GSH R OH+GSSG+H OGPx
2− ⎯ →⎯⎯ −  

Reação 1.6: Redução de hidroperóxidos pela enzima glutationa peroxidase 

 

A glutationa (GSH) é a fonte primária doadora de elétrons para os 

radicais livres - utilizada por todos os tipos de glutationas peroxidases - 

evitando assim que danifiquem outras moléculas. A GSH é o principal e mais 

abundante tiol envolvido na defesa antioxidante celular e é produzida em todos 

os órgãos. Presente principalmente na sua forma reduzida (GSH), a glutationa 
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age na detoxificação de xenobióticos e de compostos deletérios naturais, como 

peróxido de hidrogênio, outros peróxidos e radicais livres. A depleção de GSH 

está associada a muitas doenças como câncer, doenças neurodegenerativas e 

cardiovasculares em humanos (Pastore et al, 2003).  

A razão entre a glutationa reduzida e a glutationa oxidada 

(GSH/GSSG) em células normais é alta, tendo mais glutationa reduzida do que 

glutationa oxidada no estado de equilíbrio da célula. Além disso, há um 

mecanismo de regeneração da glutationa reduzida. A glutationa oxidada pode 

ser ressintetizada pela interação com nicotinamida adenina dinucleotideo 

fosfato reduzida (NADPH) - fonte de elétrons redutores - através da enzima 

glutationa redutase.  

O NADPH essencial para a reação de ressíntese da glutationa pode 

ser fornecido por vários sistemas enzimáticos, e entre os mais conhecidos está 

a via pentose fosfato. A primeira enzima desta via é a glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PDH) e a velocidade na qual esta rota funciona é controlada 

pelo fornecimento de NADP+ para a G6PDH (Halliwell e Gutteridge, 1999). A 

DHEA é um potente inibidor não-competitivo da enzima G6PDH, a qual 

converte glicose-6-fosfato em 6-fosfogliconato em um processo dependente de 

NADP+ - produzindo NADPH (Leopold  e Loscalzo, 2000). Estudos 

experimentais in vivo e in vitro indicam que a DHEA inibe a atividade da 

G6PDH através da ligação ao complexo ternário substrato-coenzima-enzima e 

pode, como resultado, promover o estresse oxidativo (Leopold  e Loscalzo, 

2000). Outros estudos com DHEA indicam a importância da inibição da G6PDH 

na redução da inflamação, da hiperplasia e da carcinogênese, fornecendo 
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evidências de que a inibição desta enzima pode retardar o desenvolvimento de 

doenças relacionadas ao envelhecimento (Schwartz and Pashko, 2004). 

Outro grupo de enzimas que tem papel fisiológico essencial na 

detoxificação são as chamadas glutationa – S – transferases (GST). Elas agem 

na detoxificação de potentes agentes alquilantes, incluindo compostos 

farmacologicamente ativos como herbicidas, pesticidas e xenobióticos. As 

GSTs catalisam a reação destes compostos com o grupamento SH da 

glutationa, neutralizando os sítios eletrofílicos transformando-os em compostos 

hidrossolúveis e de mais fácil metabolização (Habig et al, 1974). Além de suas 

funções catalíticas, diversas GSTs podem atuar como proteínas carreadoras 

intracelulares do heme, da bilirrubina, de pigmentos biliares e esteróides, os 

quais podem se ligar de modo não-enzimático a proteínas (Halliwell e 

Gutteridge, 1999).       

A capacidade intracelular de homeostase redox é substancialmente 

baseada na glutationa e na tiorredoxina (Valko et al, 2007). Entre outros 

antioxidantes, a tiorredoxina (Trx), uma proteína redox-sensível, está presente 

no coração de mamíferos. A tiorredoxina não está envolvida somente nas 

funções citoprotetoras, mas também na regulação da proliferação celular e no 

processo de envelhecimento.  O sistema da tiorredoxina consiste em duas 

enzimas antioxidantes oxirredutases: a tiorredoxina (Trx-1) e a  tiorredoxina 

redutase. Este sistema age como um scavenger de peróxido de hidrogênio. A 

função protetora mais importante da Trx-1 é na hipertrofia cardíaca. Estudos 

sugerem que a  Trx-1 inibe a hipertrofia cardíaca em modelos animais e o 

aumento da Trx-1 pode ser um mecanismo de defesa para reduzir a hipertrofia 

induzida pelo estresse oxidativo (Altschmied e Haendler, 2009). 
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Os eritrócitos são particularmente vulneráveis ao estresse oxidativo. 

Os eritrócitos são expostos freqüentemente ao estresse oxidativo devido à 

geração contínua de EAO pela auto-oxidação da hemoglobina. Além disso, 

níveis elevados de ácidos graxos insaturados estão presentes nos eritrócitos e 

constituem substratos para as reações de peroxidação (Katherine et al, 1997). 

Os eritrócitos constituem um importante e valioso modelo sistêmico para 

estudar os efeitos do envelhecimento celular, já que representam um marcador 

periférico (Óztürk e Gümüslü, 2004). 

Em condições fisiológicas, o balanço entre agentes pró-oxidantes e as 

defesas antioxidantes se mantém equilibrado (Gillham et al, 1997). Se este 

balanço é rompido em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a célula ou o 

organismo está sob “estresse oxidativo”, com potenciais danos (Sies, 1999). O 

estresse oxidativo pode se instalar por aumento na produção de radicais livres 

e/ou por redução na capacidade antioxidante (Belló-Klein, 1993; Travacio e 

Llesuy, 1996). As possibilidades de resposta dos organismos ao estresse 

oxidativo são a adaptação, por aumento na atividade antioxidante, ocasionando 

hiperproteção à célula contra futuros danos; o dano tecidual, por agressão a 

lipídios, carboidratos ou proteínas; e a morte celular, por necrose ou apoptose 

(Pincemail, 1995; Halliwell e Gutteridge, 1999).      

As EAO estão envolvidas no processo de dano celular, inibindo as 

funções normais de lipídios, proteínas e DNA e também podem ter importante 

papel fisiológico na regulação e na sinalização intracelular (Valko et al, 2007), 

por transmissão de sinais “downstream” via alterações induzidas no estado 

redox (Ding et al, 2008). Um dos mecanismos das alterações na fosforilação de 

determinadas proteínas é a variação da concentração das EAO, por meio da 
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alteração do estado redox intracelular e/ou pela modificação oxidativa de 

proteínas (Paravicini e Touyz, 2006). O peróxido de hidrogênio pode 

diretamente alterar a conformação de proteínas e promover maior 

susceptibilidade à fosforilação (Cai et al, 2003). As células são capazes de 

gerar EAO intracelularmente, induzindo e mantendo vias de transdução de 

sinais (Dröge, 2002). O ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio e o radical 

hidroxil, extremamente reativo, podem ser tóxicos em altos níveis, mas também 

podem regular genes controladores do crescimento e da diferenciação celular 

(Yoshioka et al, 2006).  

As EAO são capazes de promover a translocação da Trx para o 

núcleo, onde pode modular a transcrição de proteínas redox-sensíveis 

(Altschmied e Haendler, 2009). Outro papel de destaque na transcrição de 

proteínas redox-sensíveis é representado pelo fator nuclear eritróide 2 

relacionado ao fator 2 (Nrf2) (Trachootham et al, 2008). Ding e colaboradores 

(2008) sugerem que o peróxido de hidrogênio exerce duas funções: como 

molécula mensageira de sinal para a diferenciação muscular e como mediador 

na síntese de glutationa via ativação do Nrf2.  De fato, com o uso de modelos 

deficientes de Nrf2 (em células e camundongos), Kensler e colegas 

demonstraram que o Nrf2 protege contra a morte celular induzida por vários 

oxidantes – entre eles o peróxido de hidrogênio – principalmente diminuindo as 

concentrações celulares de EAO (Kensler et al, 2007).  

Evidências sugerem que o Nrf2 exerce papel fundamental na 

regulação da homeostase celular da GSH (Harvey et al, 2009). O Nrf2, que se 

liga ao elemento responsivo a antioxidantes (ARE), tem sido sugerido como um 

fator de transcrição fundamental na região promotora de vários genes, 
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codificando para enzimas antioxidativas e de fase 2 – envolvidas na 

detoxificação de xenobióticos eletrofílicos - em vários tipos de células e tecidos 

(Zhu et al, 2005). O aumento de antioxidantes endógenos e de enzimas de fase 

2  –  em células e/ou tecidos cardíacos constitui uma estratégia protetora 

contra o dano cardíaco oxidativo (Zhu et al, 2005). Na literatura cientifica está 

bem evidenciado que alterações no estado redox intracelular da glutationa 

podem afetar muitas vias de sinalização que participam de respostas 

fisiológicas, desde a proliferação celular até a expressão gênica regulada pelo 

estado redox. Há evidências que mudanças no equilíbrio redox celular em 

direção ao dano oxidativo leva à oxidação e propicia a translocação do Nrf2 

para o núcleo (Kweon et al, 2006). 

Tanaka e colegas (2005) demonstraram que níveis moderados de 

peróxido de hidrogênio ativam as vias da Akt (ou proteína cinase B - PKB) e da 

eNOS (óxido nítrico sintase endotelial), possivelmente devido a mudanças 

conformacionais em proteínas de membrana causadas pelo estresse oxidativo 

intracelular. Araujo e colegas sugerem que o peróxido de hidrogênio pode 

diretamente alterar a conformação da Akt promovendo maior susceptibilidade 

para a fosforilação ou, ainda secundariamente, promovendo o desequilíbrio do 

estado redox (Araujo et al, 2008). A concentração relativamente baixa  de EAO 

– como exemplos o peróxido de hidrogênio e o superóxido – pode induzir a 

proliferação celular pela via da ERK (quinase regulada por sinal extracelular) ou 

da Akt por meio da estimulação de receptores dos fatores de crescimento 

(Yoon et al, 2002).   

A Akt é uma serina/treonina cinase, pertencente à superfamília de 

proteínas cinases AGC (proteína cinase A dependente de AMPc/Proteína 
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cinase G/Proteína cinase C), a qual estimula vias de crescimento e inibe a 

apoptose (Scheid e Woodgett, 2003). Em mamíferos foram encontradas três 

isoformas de Akt: PKB α/Akt1 (expressa na maioria dos tecidos), PKB β/Akt2 

(expressa prioritariamente nos tecidos-alvo da insulina) e PKB γ/Akt3 (é a 

forma menos expressa, mas sua expressão é grande no encéfalo) (Sale e Sale, 

2008). A Akt é uma proteína citosólica envolvida na regulação do metabolismo, 

do crescimento, da proliferação e da sobrevivência celular.  O envolvimento da 

Akt na sobrevivência celular é um processo complexo, o qual exige uma 

extensa cascata de eventos intracelulares (Mullonkal e Toledo-Pereyra, 2007). 

A Akt age como uma cinase de sobrevivência fosforilando várias moléculas 

reguladoras da apoptose (Mullonkal e Toledo-Pereyra, 2007). Quando a Akt é 

ativada, dissocia-se da membrana plasmática e fosforila diversos substratos no 

citoplasma e no núcleo (Sale e Sale, 2008). Esta via tem sido associada com a 

regulação do crescimento cardíaco fisiológico e da função cardíaca (DeBosch 

et al, 2006).  

A via da insulina/Akt é uma via muito importante no processo de 

envelhecimento (Minamino e Komuro, 2007). Uma das principais funções da 

Akt é promover a sobrevivência celular mediada por fatores de crescimento e 

bloquear a apoptose (Song et al, 2005). A atividade da Akt tem sido vista como 

um recurso de intervenção molecular no tratamento de cardiomiopatias 

resultantes de transformações debilitantes decorrentes do envelhecimento 

(Sussmann, 2007). A transição da hipertrofia cardíaca para insuficiência 

avançada em corações de humanos está associada a um aumento expressivo 

na fosforilação da Akt (Jacobshagen et al, 2008).  
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Dessa forma, ao estudarmos o efeito da DHEA sobre o estresse 

oxidativo e a expressão da Akt - e outras proteínas redox-sensíveis - em 

diferentes etapas do envelhecimento, procuramos delinear o papel que este 

esteróide exerce, não somente como anti ou prooxidante, mas sua ação sobre 

a modulação dessas proteínas. A DHEA é comumente usada em vários países 

como suplemento nutricional e na reposição hormonal de homens e mulheres 

(Legrain e Girard, 2003). Há também o uso deste esteróide em doses 

farmacológicas ou supra-fisiológicas por atletas e desportistas com o objetivo 

de produzir hipertrofia muscular (Labrie et al, 2006). Por isso, é necessário que 

muitos estudos sejam realizados para se certificar a eficácia e segurança desse 

tratamento e da reposição hormonal com DHEA no envelhecimento. 

 

2. HIPÓTESE 

 

 A administração exógena de DHEA tem efeito sobre a expressão 

protéica da Akt e o status oxidativo, sendo este efeito dose e tempo-

dependente sobre o tecido cardíaco de ratos machos adultos. 

O tratamento com DHEA gera diferentes respostas em relação aos 

parâmetros de estresse oxidativo e às proteínas redox-sensíveis dependendo 

da idade do animal. 

O tratamento crônico com DHEA pode alterar marcadores periféricos 

de estresse oxidativo em ratos velhos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral: 

Determinar o papel da DHEA sobre o estresse oxidativo (cardíaco e 

periférico), por meio de medidas de dano oxidativo e de defesas antioxidantes 

enzimáticas e não-enzimáticas, correlacionando-o com vias de sinalização, em 

diferentes etapas do envelhecimento de ratos Wistar machos sadios. 

 

3.2. Objetivos Específicos: 

 

a)     Avaliar o efeito agudo (6 e 24 horas) de diferentes doses (1, 10 e 

50 mg/kg) de DHEA sobre  marcadores de estresse oxidativo e sua relação 

com a ativação da Akt no miocárdio de ratos adultos (1º artigo). 

b) Avaliar o efeito da administração crônica (10 mg/kg) de DHEA 

sobre alguns marcadores de estresse oxidativo e sua relação com a ativação 

da Akt no miocárdio de ratos velhos (2º artigo). 

c) Avaliar o efeito da administração crônica de DHEA sobre alguns 

marcadores de estresse oxidativo em eritrócitos de ratos de diferentes idades 

(3º artigo). 

d) Avaliar o efeito da administração crônica de DHEA sobre alguns 

marcadores de estresse oxidativo no miocárdio de ratos velhos e se tais 

alterações podem estar associadas às variações do estado redox. Ainda, 

correlacionar a concentração de peróxido de hidrogênio com a modulação da 

expressão de proteínas redox-sensíveis como a tiorredoxina-1, o Nrf2 e a Akt 

(4º artigo).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 3, 13, 18 e 24 meses de 

idade provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (22-24° C), 

com ciclo claro/escuro de 12 horas, em caixas de plástico Plexiglas de 49 x 34 

x 16cm, com assoalho contendo maravalha. Os animais foram separados em 

grupos de no máximo quatro animais por caixa, com livre acesso à ração e 

água. 

Os procedimentos experimentais a que os animais foram submetidos 

obedeceram às normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA - http://www.cobea.org.br) e o projeto 

(número 2006535) foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

 

4.2 Biossegurança 

 

Durante a execução da metodologia proposta, os pesquisadores 

envolvidos usaram luvas de procedimentos cirúrgicos e aventais para sua 

própria proteção. Quando necessário, foi utilizado também máscara e óculos 

de proteção. Além destes cuidados, a preparação das soluções ocorreu dentro 
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de capela de exaustão. O descarte dos resíduos não-tóxicos ocorreu no 

sistema de esgoto comum. Os demais resíduos foram encaminhados para o 

Centro de Gestão e Tratamento de Resíduos Químicos da UFRGS para 

procedimento correto de sua eliminação. As carcaças dos animais foram 

congeladas e entregues ao Biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde, 

da UFRGS para procedimento de eliminação. 

 

4.3 Fármacos 

 

 Para os grupos experimentais que receberam tratamento agudo, a 

DHEA (Calbiochem, San Diego, EUA) foi diluída em solução de β-ciclodextrina 

(Fluka, Sigma Aldrich) a 20% em água destilada, constituindo-se três diferentes 

doses: 1 mg/kg, 10mg/kg e 50 mg/kg. Os grupos controle receberam  solução 

de β-ciclodextrina a 20%. As soluções foram preparadas no mesmo dia da 

aplicação das injeções. 

Para os grupos experimentais que receberam tratamento crônico, a 

DHEA foi diluída em óleo vegetal (Salada Especial, Bünge) e administrada na 

concentração de 10 mg/kg. Os grupos controle receberam apenas óleo em um 

volume de 0,5 mL/kg. 

 

4.4 Procedimentos Experimentais 

 

Este estudo foi subdividido em duas etapas com os seguintes 

protocolos experimentais: 
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1) Protocolo experimental para o tratamento agudo: 

1.1) Agudo 6 horas: ratos machos com três meses de idade 

receberam  uma injeção  intraperitoneal (i.p.) de DHEA 1, 10 ou 50 mg/kg e 

foram decapitados após 6 horas. 

1.2) Agudo 24 horas: ratos machos com três meses de idade 

receberam uma injeção intraperitoneal de DHEA 1, 10 ou 50 mg/kg e foram 

decapitados após 24 horas. 

 

2)Protocolo experimental para o tratamento crônico: 

Tratamento de animais com diferentes idades: ratos com 3, 13, 18 e 

24 meses de idade receberam uma injeção subcutânea de DHEA  (10mg/kg)  

por semana durante 5 semanas. 

As concentrações plasmáticas de DHEA foram medidas pelo nosso 

grupo (dados não publicados) nos dias 1, 4 e 7 após uma única dose (10 

mg/kg). Os níveis de DHEA foram mantidos até o sétimo dia, justificando o 

tratamento semanal, o veículo e a quantidade a ser injetada. 

Após o término de cada protocolo experimental, os animais foram 

mortos por decapitação entre as 10-12 horas da manhã. Os corações foram 

rapidamente retirados e imediatamente congelados em gelo seco para 

posteriormente serem homogeneizados e preparados para realizar as técnicas 

de medidas de estresse oxidativo e a técnica de Western Blot.  

O sangue troncular dos animais de 3, 13 e 18 meses foi coletado em 

tubos contendo heparina (agente anticoagulante) após a decapitação.  Após a 

coleta, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm em centrífuga 

refrigerada (Sorval  RC 5B-rotor SM24, Du Pont Instruments, EUA), e o plasma 
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foi retirado e congelado em freezer -80°C. Os eritrócitos foram lavados com 

soro fisiológico (NaCl 0,9%) e novamente centrifugados por três vezes (1:1 v/v). 

Uma parte foi ressuspensa em soro para medida imediata de lipoperoxidação, 

e ao restante foi adicionado uma solução de ácido acético 1mM e sulfato de 

magnésio 4mM e congelado em freezer -80°C para posteriores dosagens das 

enzimas antioxidantes (Repetto et al, 1996). 

 

4.4.1 Homogeneização  

 

Os corações foram rapidamente retirados, seccionados 

transversalmente e congelados em freezer a -80ºC para as dosagens 

posteriores. Cada secção foi destinada para uma técnica, de modo que a 

mesma região do coração fosse analisada em todos os animais.  No 1º artigo, 

utilizamos o ventrículo esquerdo para a técnica de western blot.   Para as 

dosagens posteriores de LPO e atividade das enzimas antioxidantes os tecidos 

foram homogeneizados  por 30 segundos em Ultra-Turrax na presença de KCl 

1,15% (5mL/g de tecido) e de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na 

concentração de 100 mM em isopropanol (10 µL/mL de KCl adicionado). O 

PMSF é um inibidor de proteases e é utilizado para que não ocorra degradação 

das enzimas das quais as atividades serão medidas. Em seguida, os 

homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 1.000 x g em centrífuga 

refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotor SM 24) e o sobrenadante  retirado e 

congelado em freezer a -80ºC (LLESUY et al., 1985). 

 Para técnica de Western Blot, parte do tecido cardíaco foi 

rapidamente retirado e homogeneizado por 30 segundos em Ultra-Turrax, na 
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presença do tampão de homogeneização (Tris-HCl 100 mM, EDTA 5 mM, 

PMSF 1 mM, Aprotinina (5  g/mL). Em seguida, os homogeneizados foram 

centrifugados por 10 minutos a 3.000 x g em centrífuga refrigerada (Sorvall RC 

5B-Rotor SM 24) e o sobrenadante retirado e congelado em freezer a -80ºC. 

 

4.4.2 Quantificação de Proteínas 

 

 Para as medidas de estresse oxidativo, as proteínas foram 

quantificadas pelo método descrito por Lowry e colaboradores, em 1951, que 

utiliza como padrão uma solução de albumina bovina. Os resultados foram 

expressos em mg de proteina/mL.  Para a técnica de Western Blot, as 

proteínas foram medidas pelo método de  Bradford (1976) que utiliza como 

padrão uma solução de albumina bovina na concentração de 1 mg/mL. A 

medida foi efetuada em espectrofotômetro a 595 nm e os resultados expressos 

em mg/mL. 

 

4.4.3 Dosagem de Hemoglobina  

 

Para a dosagem da hemoglobina, os eritrócitos foram lavados em soro 

fisiológico e centrifugados 3 vezes (por 10 minutos a 3.000 rpm). Esta análise 

foi feita utilizando-se uma mistura de cianetos para se obter o reativo de 

Drabkin. Este reativo reage com a hemoglobina formando cianometa-

hemoglobina, que foi lida em espectrofotômetro a 546 nm. Os resultados são 

expressos em mg/mL de hemoglobina (Drabkin e Austin, 1935).  
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4.4.4 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

 A técnica utilizada neste trabalho para determinação da atividade da 

SOD está baseada na inibição da reação do radical superóxido com o pirogalol. 

O superóxido é gerado pela auto-oxidação do pirogalol em meio básico. A SOD 

presente na amostra em estudo compete pelo radical superóxido com o 

sistema de detecção. Como não se pode determinar a concentração da enzima 

nem sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, 

utiliza-se a quantificação em unidades relativas. A oxidação do pirogalol é 

detectada espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é 

determinada medindo-se a velocidade de formação do pirogalol oxidado. No 

meio de reação, são utilizados 973 μL de tampão Tris 50 mmol/L (pH 8,2), 8 μL 

de pirogalol 24 mmol/L, 4 μL de catalase 30 μmol/L. O aumento na absorbância 

é acompanhado na leitura espectrofotométrica a 420 nmol/L durante 2 minutos. 

Esta curva obtida é utilizada como branco. Também foi realizada uma curva 

padrão utilizando-se três concentrações distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), 

por meio da qual  obtém-se a equação da reta para realização dos cálculos. Os 

resultados são expressos em U SOD/mg proteína, segundo Marklund, 1985. 

 

4.4.5 Catalase (CAT) 

 

A atividade da catalase é diretamente proporcional à taxa de 

decomposição do peróxido de hidrogênio e obedece a uma cinética de pseudo-
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primeira ordem. Sendo assim, sua atividade pode ser mensurada pela 

avaliação do consumo do H2O2. 

Este teste consiste em avaliar a diminuição da absorbância no 

comprimento de onda de 240 nm, que é onde ocorre maior absorção pelo 

peróxido de hidrogênio. Para a realização deste ensaio foi utilizada solução 

tampão  fosfato 50 mmo/L (pH=7,4) e peróxido de hidrogênio 0,3 mol/L. 

Foram adicionados 955μL do tampão fosfato e 10 μL de amostra do 

tecido na cubeta de quartzo. Essa cubeta é colocada no espectrofotômetro 

concomitantemente a outra cubeta contendo somente tampão fosfato, a qual é 

descontada da primeira cubeta. Após, foram adicionados 35 μL do H2O2 e feito 

o monitoramento da diminuição da absorbância a 240 nm. Os resultados são 

expressos em picomoles por miligrama de proteína, segundo AEBI, 1984. 

 

4.4.6 Glutationa S-transferase (GST) 

 

As glutationas transferases são um grupo de enzimas que catalisam 

reações de conjugação de glutationa com vários xenobióticos, tendo um 

importante papel na detoxificação de agentes alquilantes. Todas as 

transferases são ativas com o composto 1 cloro-2,4dinitro benzeno (CDNB), 

sendo a conjugação deste com GSH utilizada para quantificar sua atividade. A 

formação do composto corado dinitro-fenil-glutationa (DNP-SG) é lida 

espectrofotometricamente a 340 nm. Para realização deste ensaio são 

utilizados 850μL de solução tampão fosfato de sódio 0,2 mol/L (pH = 6,5), 50 

μL de GSH, 50 μL de homogeneizado de tecido cardíaco e 150 μL de CDNB 
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(20mM). A atividade da GST é expressa em nmoles/min x mg de proteína 

(Mannervik e Gluthemberg, 1981). 

 

4.4.7 Glutationa peroxidase (GPx) 

 

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reação de 

hidroperóxidos com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada 

(GSSG) e o produto da redução do hidroperóxido. Sua atividade pode ser 

determinada medindo-se o consumo de NADPH na reação de redução 

acoplada à reação da GPx. A atividade da glutationa peroxidase foi lida em 

espectrofotômetro a 340 nm, em um meio de reação que continha: solução 

tampão fosfato 140 mmol/L, EDTA 1 mmol/L (pH 7,5), NADPH 0,24 mmol/L; 

azida sódica 1 mmol/L, utilizada para inibir a atividade da catalase; GSH 5 

mmol/L; glutationa redutase (GR) 0,25 U/mL e, por fim, hidroperóxido de tert- 

butila 0,5 mmol/L (Flohé e Gunzler, 1984). 

 

4.4.8 Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)  

 

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase foi determinada pelo 

método descrito por Leong e Clark (1984), no qual a mistura de reação (1 mL) 

contém: 100 mmol/L Tris–HCl pH 7,5, 10 mmol/L MgCl2, 0,5 mmol/L NADP+, e 

amostra. A reação é iniciada pela adição de 1 mmol/L de glicose-6-fosfato e 

lida em espectrofotômetro a 340 nm. Uma unidade de G6PDH  corresponde a 1 

mmol de substrato transformado por minuto e a atividade específica é 

representada como  unidades por mg de proteína. 
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4.4.9 Tiorredoxina redutase (Trx redutase)  

 

A atividade da tiorredoxina redutase foi determinada usando  5, 5´- 

ditiobis (2- ácido nitrobenzóico) (DTNB) e NADPH. O método está baseado na 

redução do DTNB, que é observada por um aumento de absorbância a 412 nm. 

A quantidade de  DTNB reduzida é calculada usando o coeficiente de absorção 

de 13,6 x 103 mol-1 cm-1 (Holmgren e Björnstedt, 1995). 

 

4.4.10 Glutationa 

 

Para determinar a glutationa total, o tecido foi desproteinizado com 

ácido perclórico 2 mol/L e centrifugado por 10 min a 1.000 x g. O sobrenadante 

foi neutralizado com hidróxido de potássio 2 mol/L. O meio de reação continha 

tampão fosfato (pH 7,2) 100 mmol/L, ácido nicotinamida dinucleotídeo fosfato 

(NADPH) 2 mmol/L, glutationa redutase 0,2 U/mL e 70 μmol/L de 5, 5’ ditiobis 

(2- ácido nitrobenzóico). Para determinar a glutationa reduzida, o sobrenadante 

foi neutralizado com hidróxido de potássio 2 mol/L, reagiu com 70 μmol/L de 

ácido nitrobenzóico e foi lido espectrofotometricamente a 340nm (Akerboom e 

Sies, 1981). 

 

4.4.11 Peróxido de hidrogênio 

 
O método para determinação dos níveis de peróxido de hidrogênio 

está baseado na oxidação do vermelho de fenol por este peróxido mediada 
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pela peroxidase de rabanete. Fatias de tecido cardíaco foram incubadas por 30 

minutos em tampão (fosfato de potássio 10 mmol/L, NaCl 140 mmol/L e 

dextrose 5 mmol/L). O sobrenadante foi coletado e adicionado na solução 

tampão de vermelho de fenol 0,28 mmol/L e peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. 

Após o intervalo de 5 minutos, foi adicionado NaOH 1 mol/L e efetuada a leitura 

a 610 nm. Os resultados foram expressos em nmoles de H2O2 por mg de 

proteína (Pick e Keisari, 1980). 

 

4.4.12 Concentração proteíca por Western Blot 

 

Após quantificação de proteínas pelo método de Bradford (1976), foi 

utilizado o sistema mini-protean (Bio-Rad) para a separação das proteínas 

por eletroforese em gel SDS-PAGE a 10-14% (gel de poliacrilamida com 

duodecil sulfato de sódio). O homogeneizado contendo 90μg de proteína da 

amostra foi preparado com tampão de carga (Tris 65 mmol/L, SDS 10%, 

glicerol 50%, azul de bromofenol 0,1%). Para a identificação do peso 

molecular das proteínas de interesse, utilizou-se  marcador de peso 

molecular “full range” (Amersham Pharmacia). As amostras foram aquecidas 

a 100°C durante 2 minutos em banho seco (modelo 330-3D, Nova Ética), e a 

eletroforese foi efetuada a 120v por 3 horas na presença de tampão de 

corrida, contendo glicina 192 mmol/L, Tris 25 mmol/L e SDS 0,1%, pH 8,3. A 

separação das proteínas foi monitorada pelo azul de bromofenol, presente 

no tampão de amostra e pelo marcador de peso molecular. A seguir, o gel 

de poliacrilamida foi retirado das placas de vidro e colocado no módulo de 
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eletrotransferência em contato com a membrana de nitrocelulose (Hybond, 

Amersham) e com tampão de transferência (Tris 25 mM, glicina 192 mmol/L 

e metanol a 20%, pH 8,3). A transferência foi efetuada a 100v  por 60 

minutos. 

Para o bloqueio das ligações a proteínas inespecíficas, as membranas 

foram incubadas com leite em pó a 1% em TTBS (Tris 20 mmol/L, NaCl 140 

mmol/L e Tween 20 a 0,05%) por 60 minutos. Após o bloqueio, as 

membranas foram incubadas por, no mínimo, 12 horas em agitação 

constante a 4°C com os anticorpos primários diluídos em TTBS, todos 

contendo BSA 2,5 % e azida sódica a 1%. Os anticorpos primários utilizados 

foram  anti-Akt fosforilada (Ser 473) policlonal (coelho),  anti-Akt policlonal 

(cabra), anti-Nrf2 (coelho), anti-tiorredoxina-1(coelho) (Santa Cruz 

Biotechnology), anti-catalase (coelho), anti SOD Cu-Zn (coelho), anti-GST 

(coelho) (Chemicon) e anti-HNE (coelho) (Calbiochem). A seguir, as 

membranas foram lavadas com TTBS (três períodos de 10 minutos cada) e 

incubadas com o segundo anticorpo durante duas horas sob agitação 

constante em temperatura ambiente na diluição de 1:10.000 em TTBS. Os 

anticorpos secundários peroxidados utilizados foram anti-cabra (Santa Cruz 

Biotechnology) e anti-coelho (Zymed Laboratories). Antes de proceder à 

revelação por quimiluminescência as membranas foram lavadas com TBS 

(Tris 20 mmol/L e NaCl 140 mmol/L). 

A reação de quimiluminescência ocorreu por meio de sistema de 

detecção baseado em substratos luminescentes (luminol e ácido p-

cumárico), com exposição das membranas ao filme radiográfico Hyperfilm 
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(Amersham) por aproximadamente 1 minuto, seguido das incubações nas 

soluções de revelação: revelador, ácido acético (10%) e fixador (1 minuto 

cada incubação). Todos os procedimentos de revelação foram realizados em 

uma câmara escura. 

A autorradiografia gerada foi analisada por meio de analisador e 

quantificador de imagem (Image Master VDS, Pharmacia Biotech). A 

densitometria obtida para as bandas de todos os anticorpos foi corrigida por 

uma banda inespecífica obtida pela coloração da membrana com Vermelho de  

Ponceau (Klein et al, 1995). Os resultados foram expressos em unidades 

arbitrárias (valor percentual referente ao grupo controle ou referente ao total do 

gel).  

 

4.4.13 Análise Estatística 

 

Foi aplicada análise de variância (ANOVA) de uma via para a análise 

dos resultados referentes ao experimento agudo de 6 e 24 horas e ANOVA de 

duas vias para a análise do tratamento crônico com DHEA em ratos com 

diferentes idades,  utilizando-se o tratamento e a idade como fatores 

independentes. Foi utilizado o teste post hoc de comparações múltiplas de 

Student-Newmann-Keuls, excetuando-se o 3º artigo (sangue) em que foi 

utilizado o teste post hoc de comparações múltiplas de Tukey. O nível de 

significância considerado para se admitir diferenças entre os grupos foi de 5% 

(P<0,05). O programa Sigma Stat 2.0  foi utilizado como ferramenta 

computacional para a análise dos dados.  As correlações entre duas variáveis 



 

             
39 

 

foram calculadas utilizando o teste de Correlação de Pearson.   O tamanho 

amostral de cada grupo está representado nas figuras referentes a cada 

análise.  O número de animais variou entre 4 e 6 animais, com base em 

experimentos anteriores de nosso laboratório (Ribeiro e Garcia-Segura, 2002; 

Souza-Rabbo et al, 2003; Guedes et al, 2008). 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos neste estudo foram descritos sob a forma de 

artigos para a submissão em revistas internacionais indexadas. A divisão dos 

resultados em quatro artigos e a ordem de apresentação segue a seqüência da 

realização dos experimentos.  

 

5.1 Artigo 1 

 

 

Título: Dehydroepiandrosterone modulates antioxidant enzymes and Akt 

signaling in healthy Wistar rat hearts 

 

Status: Artigo publicado (Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology 

2008, 112: 138-44) 

Objetivo: Avaliar os efeitos de diferentes concentrações de DHEA em distintas 

janelas temporais sobre o estresse oxidativo e sua relação com a ativação da 

Akt no miocárdio de ratos adultos  

Conclusão: DHEA produziu diferenças significativas entre as diferentes 

janelas temporais sobre os parâmetros estudados, com uma resposta com 

perfil prooxidante no miocárdio dos ratos adultos. 
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5.2 Artigo 2 

 

 

Título: DHEA effects on myocardial Akt signaling modulation and oxidative 

stress changes in aged rats 

 

Status: Artigo publicado (Steroids 2009, 74: 1045-50) 

Objetivo: Avaliar os efeitos da administração crônica de DHEA sobre o 

estresse oxidativo e sua relação com a ativação da Akt no miocárdio de ratos 

adultos jovens e velhos 

Conclusão: DHEA produziu aumento na fosforilação da Akt e diminuiu a 

atividade da SOD nas duas idades estudadas. A ativação da via da Akt parece 

estar relacionada com mudanças nos parâmetros de estresse oxidativo, de 

acordo com a idade investigada.  
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5.3 Artigo 3 

 

 

Título: Age-related effects of DHEA on peripheral markers of oxidative stress  

 

Status: Artigo publicado (Cell Biochemistry & Function 2009, 27: 1-6) 

Objetivo: Avaliar os efeitos da administração crônica de DHEA sobre o 

estresse oxidativo nos eritrócitos de ratos de diferentes idades 

Conclusão: DHEA produziu efeito prooxidante sobre todas as idades, 

especialmente na idade de 13 meses. Parece que aos 13 meses há uma 

importante depleção de alguns antioxidantes específicos, que pode ter 

evidenciado os efeitos da DHEA.  
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5.4 Artigo 4 

 

 

Título: Redox imbalance influence in the myocardial Akt activation in aged rats 

treated with DHEA  

 

Status: Artigo submetido (Rejuvenation Research) 

Objetivo: Avaliar os efeitos da administração crônica de DHEA sobre o 

estresse oxidativo no coração de ratos adultos jovens e velhos, e verificar se 

tais mudanças estariam associadas às alterações no estado redox. Ainda, 

correlacionar a concentração de peróxido de hidrogênio à possível modulação 

da expressão de proteínas redox-sensíveis. 

Conclusão: A DHEA aumentou significativamente a atividade da GST no 

miocárdio dos grupos 3 e 24 meses. O fator idade diminuiu a concentração de 

peróxido de hidrogênio e a concentração proteica de Nrf2, independentemente 

do tratamento. Entretanto, a idade aumentou as concentrações de GST, Akt e 

p-Akt em ambos os grupos de 24 meses. O grupo 24 meses tratado com DHEA 

respondeu diferentemente considerando as medidas de GSSG, a atividade da 

GPx e a concentração da p-Akt. Mais estudos são necessários para concluir 

sobre a eficácia e a segurança do uso de DHEA na reposição hormonal no 

envelhecimento, o que pode contribuir para um melhor entendimento dos 

efeitos da DHEA sobre os parâmetros de estresse oxidativo e a modulação de 

vias de sinalização. 
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6. DISCUSSÃO CONCLUSIVA 

 

Milhões de pessoas em todo mundo, principalmente na Europa e nos 

Estados Unidos continuam a usar a DHEA – a maioria sem prescrição médica 

– como um produto que diminui muitas deficiências fisiológicas ou como uma 

promessa de efeitos anti-envelhecimento (Kibaly et al, 2008). Outro fato 

relevante é o uso deste esteróide em doses farmacológicas ou 

suprafisiológicas por atletas e simpatizantes do fitness para fins de hipertrofia 

muscular (Labrie et al, 2006). Além disso, a terapia de reposição hormonal com 

DHEA, em idosos, homens e mulheres, aumentou a força muscular, a massa 

corporal e a libido, melhorou a pele, proporcionando melhor qualidade de vida e 

sensação de bem-estar (Baulieu et al., 2000). Entretanto, há muita controvérsia 

e a literatura ainda não disponibiliza dados suficientes para certificar sua 

recomendação.  

No primeiro artigo publicado, foram verificadas mudanças em 

parâmetros de estresse oxidativo em diferentes janelas temporais agudas (6 e 

24 horas) com distintas doses de DHEA (1, 10 e 50 mg/kg) nos corações de 

ratos adultos sadios. Este estudo objetivou verificar qual efeito tal esteróide 

produziria agudamente no miocárdio de ratos adultos sadios e o possível 

envolvimento da Akt neste modelo. As doses utilizadas na curva foram 

escolhidas com base nos dados da literatura, onde encontramos a dose mais 

utilizada sendo 50 mg/kg. Outros autores já tinham demonstrado que o aspecto 

temporal da administração de DHEA pode ter papel fundamental em relação ao 

estresse oxidativo. Aksoy e colegas mostraram que a DHEA (50 mg/kg) pode 

ter efeito benéfico no tecido renal quando administrada 3 horas antes do dano 
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de isquemia-reperfusão em coelhos, prevenindo a diminuição das atividades da 

SOD e CAT (2004). Entretanto, após dois dias administrando a mesma dose 

(50 mg/kg) Pelissier e seu grupo não encontraram nenhum efeito antioxidante 

da DHEA no homogeneizado de cólon, intestino ou fígado de ratos Wistar 

adultos sadios. Interessantemente, no mesmo estudo após 7 dias da mesma 

administração de DHEA, os parâmetros de estresse oxidativo estavam 

diminuídos nos mesmos tecidos, indicando um perfil antioxidante (2004).  Em 

nosso primeiro artigo, as doses de 1 e 10 mg/kg promoveram uma resposta 

oxidativa nos homogeneizados cardíacos de ratos Wistar adultos após 6 horas, 

evidenciada pelo aumento significativo do dano oxidativo aos lipídios de 

membrana (QL) (69% e 98%, respectivamente) quando comparados ao grupo 

controle. Após 24 horas, não foi encontrada nenhuma diferença significativa 

entre os grupos em relação à QL. O aumento da atividade da SOD após 6 

horas em todos os grupos, poderia refletir um aumento na concentração do 

radical superóxido, apesar de não termos medido tal espécie radical. Após 24 

horas, o grupo 10 mg/kg teve redução (42%) da atividade da SOD em relação 

ao grupo controle, sugerindo diminuição na concentração do radical 

superoxido.  Após 24 horas, os grupos 10 e 50 mg/kg tiveram a atividade da 

GST aumentada (55% e 43%, respectivamente) quando comparadas ao grupo 

controle. A GST pertence a uma família de enzimas que utilizam a glutationa 

para transformar vários compostos (carcinogênicos, fármacos terapêuticos e 

produtos do estresse oxidativo) (Pastore et al, 2003). Após 24 horas da 

administração de DHEA, a GST teve sua atividade aumentada possivelmente 

para detoxificar os produtos da lipoperoxidação, indicando a presença de 

estresse oxidativo. Os efeitos observados provavelmente não estão 
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diretamente relacionados à eliminação da DHEA, mas com a oscilação tempo-

dependente da produção e metabolização das EAO. A concentração protéica 

das enzimas antioxidantes não teve diferença significativa em nenhum dos 

tempos provavelmente porque as EAO produzidas não foram suficientes para 

modificar a síntese destas proteínas. Outros fatores intracelulares poderiam 

influenciar a concentração destas enzimas, como a disponibilidade de 

substrato, a temperatura e o pH. O HNE é um indicador de oxidação de 

proteínas e lipídios  que reage com os aminoácidos cisteína, histidina e lisina, 

formando os adutos de Michael (Uchida, 2003). O HNE também pode reagir 

não somente com proteínas de membrana celular, mas com elementos 

intracelulares como a glutationa (Nakashima et al, 2003). Em nosso estudo, o 

HNE não apresentou diferença significativa entre os grupos em nenhum dos 

tempos administrados. Após 24 horas, o tratamento com DHEA 50 mg/kg 

aumentou 47% a razão p-Akt/Akt comparado ao grupo controle. Uma 

correlação positiva (r = 0.75, p=0.0008) entre a razão p-Akt/Akt e a 

concentração de HNE foi encontrada, sugerindo que o HNE poderia reagir com 

importantes proteínas intracelulares  influenciando a via da Akt, resultando em 

um papel protetor desta proteína. Os produtos aumentados de LPO poderiam 

estar induzindo a fosforilação da Akt, que é uma via de sobrevivência celular. 

Wang e outros observaram que as EAO, como o peróxido de hidrogênio, são 

estimulantes da fosforilação da Akt e esta pode gerar um sinal para proteger as 

células contra o estresse oxidativo (2000). Guedes e colegas evidenciaram que 

as EAO estão envolvidas na dor neuropática desenvolvida em modelo animal, 

que causa ativação da Akt e também não muda a expressão de HNE após 24 

horas (2008). Interessantemente, este estudo corrobora nossos resultados em 
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relação à Akt e HNE na mesma janela temporal. Cai e outros também 

demonstraram que a fosforilação da Akt pode ser mediada pelas EAO, como o 

peróxido de hidrogênio (2003). O conjunto destes dados sugere, portanto, que 

as EAO podem ser precursoras das alterações da Akt no miocárdio de ratos 

adultos tratados agudamente com DHEA, uma vez que o estresse oxidativo se 

instalou paralelamente à razão aumentada da p-Akt/Akt. 

Várias evidências indicam que as reações oxidativas contribuem para 

muitas conseqüências do envelhecimento e para outras doenças, incluindo  

doenças cardiovasculares, doenças pulmonares, diabetes, doenças 

neurodegenerativas e câncer (Jones, 2006). Estudos epidemiológicos mostram 

que doenças ateroescleróticas e a mortalidade cardiovascular estão 

inversamente associadas com a concentração de DHEA e DHEAS, 

principalmente em homens (Barrett-Connor e Goodman-Gruen, 1995; 

Alexandersen et al, 1996). A incidência e prevalência de doenças 

aterotrombóticas aumentam com o envelhecimento (Minamino e Komuro, 

2007). Uma vez que o tratamento agudo com DHEA influenciou o status 

oxidativo e a Akt no miocárdio de ratos adultos saudáveis, o segundo artigo 

estudou a relação do estresse oxidativo com a Akt no miocárdio de ratos 

adultos e velhos, após administração crônica de DHEA. Observou-se no 

primeiro artigo que a dose 10 mg/kg teve um importante efeito em relação ao 

estresse oxidativo, e com base em outros estudos de tratamento crônico com 

esta dose, realizou-se o tratamento de 5 semanas.  Foi demonstrado por este 

estudo que a concentração da p-Akt aumenta nos grupos tratados, 

independentemente da idade, e que a razão pAkt/Akt aumentou no grupo 

tratado de 18 meses quando comparado ao seu controle. Isto provavelmente 
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significa que o potencial protetor da Akt foi ativado como uma resposta ao 

tratamento crônico, especialmente demonstrado nos ratos velhos. A Akt (ou 

PKB) tem importante função nas vias de sinalização em resposta aos fatores 

de crescimento e a outros estímulos extracelulares para regular várias funções 

incluindo metabolismo, crescimento celular, sobrevivência e apoptose (Song et 

al, 2005). A atividade da Akt tem sido vista como uma ferramenta de 

intervenção molecular para o tratamento de cardiomiopatias resultantes do 

envelhecimento (Sussman, 2007). A DHEA pode agir como um fator de 

sobrevivência ativando a via da PI3K/Akt-Bcl-2 contra a apoptose. A DHEA 

produz efeito protetor vascular dependente da dose por meio da fosforilação da 

Akt (Liu et al, 2007).  

Novamente a DHEA teve influência na fosforilação da Akt, como 

demonstrado no primeiro artigo, e tal efeito ocorreu paralelamente às 

mudanças nos níveis de EAO. Os grupos 18 meses tiveram aumento 

significativo de QL quando comparados aos grupos de 3 meses. Ambas 

técnicas utilizadas para acessar LPO (QL e concentração de HNE) avaliam 

diferentes fases deste processo. Apesar do aumento na QL – e não na 

concentração de HNE -  pode ter acontecido um aumento na produção de LPO 

em uma fase intermediária (entre as idades estudadas), o que poderia resultar 

numa adaptação enzimática compensatória. Nossos resultados sugerem que a 

geração de produtos da LPO estava associada com a indução da atividade da 

GST, já que ambas medidas estavam aumentadas nos grupos 18 meses 

quando comparados aos grupos 3 meses. Os múltiplos compostos produzidos 

no processo de lipoperoxidação da membrana, os quais podem causar efeitos 

biológicos como doenças cardíacas, envelhecimento e câncer (Fukuda et al, 
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1997), estão possivelmente relacionados à indução da atividade da GST. O 

aumento da atividade da GST nos velhos indica, provavelmente, que os 

peróxidos – principalmente os orgânicos – estavam acumulados no miocárdio 

dos ratos velhos, reforçando que o aumento da QL, independentemente da 

DHEA, deve ser um efeito da idade. Esta diferente resposta específica da idade 

já está evidenciada na literatura em vários tecidos, incluindo o coração (Candi e 

Verdetti, 1989). A concentração de GST não apresentou diferença significativa, 

provavelmente pela influência de outros fatores intracelulares – fato este 

também encontrado no primeiro artigo. O tratamento com DHEA diminuiu 

significativamente a atividade da SOD, independente da idade. Provavelmente 

os grupos tratados tiveram a atividade desta enzima inibida por produtos de 

oxidação (Travacio e Llesuy, 1996). Este estudo apresentou mudanças nos 

parâmetros de estresse oxidativo em paralelo com as alterações na 

concentração da Akt. Isto não significa necessariamente uma interação causa-

consequência, mas uma vez que as EAO são evidenciadas como moléculas 

sinalizadoras (Paravicini e Touyz, 2006; Cai et al, 2003; Araújo et al, 2008), tais 

mudanças no estresse oxidativo podem estar relacionadas à modulação desta 

proteína. A DHEA parece exercer ações tóxicas e/ou benéficas nas células não 

somente por meio do seu potencial anti ou proxidante, mas sim pela modulação 

de cascatas de sinalização.   

O estresse oxidativo está envolvido numa série de processos 

patológicos e fisiológicos de vários tecidos, exercendo um papel importante no 

controle da função celular (Dröge, 2002). Além disso, dados da literatura 

apresentam, enfaticamente, a relação entre o envelhecimento e as EAO. 

Entretanto, esta correlação é pouco explorada no sangue, mesmo sendo um 



 

             
101 

 

tecido exposto constantemente ao estresse oxidativo pela auto-oxidação da 

hemoglobina. Os eritrócitos apresentam níveis elevados de ácidos graxos não-

saturados, os quais constituem particularmente substratos preferenciais para 

as reações de peroxidação (Katherine et al, 1997). Os eritrócitos constituem um 

modelo valioso e importante para se observar os efeitos do envelhecimento 

celular, já que representam um marcador periférico (Nakamura et al, 2004).  

Um interesse clínico relevante na DHEA é baseado em muitas observações: 1) 

um importante declínio na sua produção com o passar dos anos; 2) evidências 

na literatura de que as mudanças nos níveis de DHEA estão associadas a 

muitas doenças; e 3) o grande uso de terapia de reposição hormonal com 

DHEA  pode atenuar os declínios em diferentes funções associados à idade 

(Mo et al, 2006). A questão de investigar o efeito da DHEA sobre um marcador 

periférico – que pode refletir o equilíbrio entre os órgãos – foi sugerida para 

compararmos se os efeitos ocorridos no miocárdio seriam repetidos nos 

eritrócitos.  Por conseguinte, no terceiro artigo, objetivou-se estudar os efeitos 

crônicos da DHEA sobre marcadores de estresse oxidativo em eritrócitos de 

ratos Wistar de diferentes idades (3, 13 e 18 meses). Neste estudo, o perfil da 

atividade da SOD, da LPO e a atividade da GST, em eritrócitos, foi o mesmo 

durante o envelhecimento, com aumento significativo no grupo 13 meses 

comparado com as outras idades, independentemente do tratamento. 

Possivelmente, a atividade da SOD aumentada no grupo 13 meses pode ter 

sido estimulada por uma produção aumentada do ânion superóxido, resultando 

na produção aumentada de peróxido de hidrogênio. Então, a atividade da CAT 

aumentada também nos 13 meses quando comparada aos grupos 3 e 18 

meses, independente do tratamento, pode estar acontecendo pelo aumento de 
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substrato disponível (peróxido de hidrogênio). A atividade da SOD foi 

positivamente correlacionada com a atividade da CAT (r = 0.689, p= 0.000018). 

Este dado corrobora o estudo de Sohal e colegas (1990), que demonstrou que 

as atividades da SOD e CAT estavam positivamente correlacionadas no fígado, 

coração e encéfalo de diferentes espécies de mamíferos, incluindo ratos 

velhos. A importância desta relação é a capacidade coordenada das enzimas 

antioxidantes de varrer a geração de EAO, evitando o acúmulo do ânion 

superóxido e de peróxido de hidrogênio. Durante o processo de 

envelhecimento, a atividade das enzimas antioxidantes depende de muitos 

fatores, como espécie, gênero, tecido e localização de enzimas subcelulares 

(Augustyniak e Skrzydlewska, 2004).  

O grupo 13 meses tratado teve um aumento de 4 vezes na QL quando 

comparado ao seu controle. O grupo 13 meses tratado também apresentou 

aumento significativo na QL quando comparado aos grupos tratados de 3 e 18 

meses. Ainda, a QL estava aumentada no grupo 13 meses quando comparado 

aos grupos 3 e 18 meses, considerando o fator idade.  A LPO pode ser 

resultado de maior produção de EAO ou da diminuição das defesas 

antioxidantes. Entretanto, o aumento da LPO no grupo 13 meses pode ser 

resultado de aumento na produção de peróxido de hidrogênio, indicada pelo 

aumento na atividade da CAT. Óztürk e Gümüslü estudaram os níveis de LPO 

pela técnica de TBARS em eritrócitos de ratos velhos, encontrando maiores 

concentrações de TBARS nas idades mais avançadas (2004). Rodriguez-

Martinez e colaboradores (1998) mediram os níveis de malondialdeído no 

plasma de ratos Sprague-Dawley de 6, 24 e 30 meses. Os níveis de 

malondialdeído estavam aumentados  2 e 3 vezes nos ratos de 24 e 30 meses, 
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respectivamente, quando comparados ao grupo 6 meses. Nossos resultados 

estão de acordo com os dados obtidos em outros estudos quando, no primeiro 

ano (próximo a 13 meses), mostrou-se um perfil de estresse oxidativo 

aumentado, enfatizado no grupo tratado. Há conflitos na literatura em relação à 

LPO durante o envelhecimento, possivelmente devido aos diferentes modelos 

animais, tecidos examinados e os métodos utilizados.  A atividade da GST 

aumentada somente no grupo 13 meses – independente do tratamento- sugere 

que os compostos produzidos durante o processo de LPO estão relacionados a 

este aumento. Interessantemente, este mesmo grupo apresentou os maiores 

níveis de QL. O acúmulo de peróxidos orgânicos – gerados pela DHEA e pelo 

estresse oxidativo nesta idade – deve ter influenciado a capacidade da 

glutationa de manter as enzimas nas suas formas ativas – uma das suas 

funções mais importantes (Pastore et al, 2003). De acordo com nossos 

resultados, era esperado que o grupo 18 meses fosse o mais debilitado. No 

entanto, nesta idade os parâmetros de estresse oxidativo estavam similares ao 

grupo 3 meses. Surpreendentemente, a literatura tem documentado resultados 

similares, nos quais o estresse oxidativo pode estar atenuado em animais de 

idade avançada quando comparado a outras fases do envelhecimento, 

dependendo do tecido e estrutura (Wu et al, 2007; Tian et al, 1998; Coling et al, 

2009). Com base em nossos resultados, provavelmente o grupo 18 meses 

conseguiu normalizar suas defesas após uma situação de estresse oxidativo 

observada aos 13 meses. A partir dos dados obtidos, parece que a idade de 13 

meses é quando um dano originado pelas EAO está acumulado, e o aumento 

das atividades das enzimas antioxidantes não foram suficientes para combater 

o aumento da LPO nesta idade. 
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Estes dados abriram a perspectiva de estudar mais profundamente o 

envolvimento do estresse oxidativo no envelhecimento, e o mecanismo pelo 

qual as EAO estão envolvidas na modulação das vias de sinalização 

intracelular sensíveis ao estado redox. Desta forma, um dos objetivos do 

quarto artigo foi avaliar os efeitos da DHEA sobre o estresse oxidativo no 

coração de ratos adultos e em ratos mais velhos (24 meses), e verificar se tais 

mudanças estariam associadas às alterações no estado redox. Também era 

objetivo, correlacionar a concentração do peróxido de hidrogênio à possível 

modulação da expressão de proteínas redox-sensíveis. A maior contribuição 

deste estudo foi demonstrar que a DHEA tem efeitos diferentes sobre o 

coração de ratos adultos e velhos, e que estes apresentam diferente 

sensibilidade ao tratamento com DHEA. O aumento significativo dos níveis de 

glutationa oxidada (GSSG) e a diminuição da razão glutationa reduzida/oxidada 

(GSH/GSSG) nos grupos 24 meses quando comparados aos adultos - 

independentemente do tratamento – corrobora a afirmação de que a geração 

aumentada de radicais livres e o enfraquecimento das defesas antioxidantes 

devem estar fortemente relacionados ao desenvolvimento do envelhecimento. 

Em contrapartida, os sistemas de defesa antioxidante tiveram de adaptar-se, e 

estas mudanças poderiam estar expressas pela atividade da GPx e pela 

concentração protéica da GST e da Akt. O estresse oxidativo provoca 

perturbações nos níveis de glutationa afetando a biossíntese ou alterando a 

razão intracelular GSH/GSSG que afeta muitas respostas fisiológicas (Harvey 

et al, 2009). Em nosso último artigo, a quantidade de GSSG estava aumentada 

nos grupos velhos, e isto era esperado pelo próprio processo de 

envelhecimento. Sivonová e colegas (2007) observaram um declínio na 
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capacidade antioxidante no coração junto a uma perda significativa do 

conteúdo sulfidril total e aumento da LPO em ratos machos Wistar velhos (15 e 

26 meses). Em nosso estudo, a DHEA aumentou os níveis de GSSG no grupo 

24 meses quando comparado ao seu grupo controle e quando comparado ao 

grupo adulto tratado. Entretanto, ao comparar ambos grupos de 3 meses, este 

esteróide diminuiu os níveis de GSSG, tendo outro perfil sobre o coração de 

ratos adultos jovens. A razão GSH/GSSG estava diminuída nos grupos 24 

meses quando comparados aos grupos 3 meses – independente do tratamento 

– pelo aumento dos níveis de GSSG nos ratos velhos. Tais resultados estão 

relacionados com os níveis de GSSG e seu acúmulo durante o processo de 

envelhecimento. 

A enzima glicose-6- fosfato desidrogenase  (G6PDH) é uma 

importante fonte de NADPH, o qual é essencial como cofator para a conversão 

de GSSG a GSH pela glutationa redutase (GR) para restaurar o estado redox 

intracelular. Estudos com DHEA relatam a importância da inibição da G6PDH 

na redução da inflamação, hiperplasia, carcinogênese, indicando que a inibição 

desta enzima pode retardar a taxa de desenvolvimento de doenças 

relacionadas à idade (Schwartz e Pashko, 2004). Em nosso estudo, o grupo 3 

meses tratado teve a atividade da G6PDH diminuída quando comparada ao 

seu controle. Tal resposta pode estar relacionada à menor necessidade de 

regeneração de glutationa no grupo 3 meses, já que menos GSSG foi gerada, 

resultando em menor disponibilidade de substrato para sua atividade. Sabe-se 

que a DHEA pode inibir a atividade da G6PDH, e isto é importante ao comparar 

ambos os grupos 3 meses (Schwartz e Pashko, 2004). Outra enzima 

importante é a GPx. Considerando somente os grupos velhos, a DHEA 
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diminuiu a atividade da GPx, enquanto no grupo adulto aumentou a atividade 

da mesma quando comparado ao seu grupo controle.  A DHEA diminuiu a 

atividade desta enzima no grupo 24 meses quando comparado ao grupo 3 

meses tratado. Novamente, demonstramos que os animais velhos tiveram 

resposta diferente ao tratamento com o esteróide estudado em relação aos 

jovens. A atividade aumentada da GST em ambos os grupos tratados reflete 

um efeito xenobiótico direto da DHEA sobre esta enzima e sobre sua função. 

Em geral, vários produtos do metabolismo oxidativo, como os peróxidos 

orgânicos, parecem ser substratos naturais para a GST (Gümüslü et al, 1998).  

Surpreendentemente, a concentração de peróxido de hidrogênio e a 

expressão de Nrf2 estavam diminuídas nos tecidos cardíacos dos ratos velhos 

quando comparados aos ratos adultos, independentemente do tratamento. A 

concentração de peróxido de hidrogênio foi positivamente correlacionada com 

a expressão de Nrf2. Essa relação está bem estabelecida e corrobora o estudo 

de Ding e outros (2008), que mostraram que o peróxido de hidrogênio,  

produzido durante a diferenciação muscular,  contribui para a formação de 

miotúbulos pela ativação da via de sinalização redox GSH/Nrf2. Alterações da 

glutationa no meio redox intracelular podem afetar muitas vias de sinalização 

que participam em respostas fisiológicas, desde a proliferação celular até a 

expressão gênica regulada pelo estado redox.   Modificações no equilíbrio 

redox celular em direção ao estado pro-oxidante leva à oxidação e facilita a 

translocação do Nrf2 para o núcleo, onde este se liga ao elemento responsivo a 

antioxidantes (ARE) (Kweon et al, 2006). O Nrf2 protege contra a morte celular 

induzida por múltiplos oxidantes – incluindo o peróxido de hidrogênio – 

principalmente por atenuar os níveis de EAO celular (Kensler et al, 2007). Em 



 

             
107 

 

nosso estudo, mediu-se a fração citosólica das proteínas pela técnica de 

western blot. Entretanto, se avaliada a fração nuclear, talvez a concentração de 

Nrf2 estivesse aumentada, a qual poderia ser o estímulo para as 

concentrações aumentadas de GST, Akt e p-Akt.  

A concentração da tiorredoxina-1 e a atividade da tiorredoxina 

redutase não foram diferentes estatisticamente entre os grupos, 

independentemente da idade ou do tratamento. De acordo com o protocolo 

usado, sugere-se que o sistema de glutationa estava mais envolvido e exigido 

do que o sistema da tiorredoxina – representado pela concentração da 

tiorredoxina-1 e pela atividade da tiorredoxina redutase. 

A concentração da GST estava aumentada nos grupos 24 meses 

quando comparados aos grupos 3 meses, independente do tratamento. Este 

aumento com a idade pode estar relacionado à diminuição da razão 

GSH/GSSG associado à idade. Esta diminuição da razão GSH/GSSG poderia 

estimular o aumento na concentração de GST, como um mecanismo 

compensatório, já que sua expressão pode ser afetada pela concentração 

alterada de EAO. 

O aumento na concentração da Akt nos grupos 24 meses quando 

comparado aos grupos 3 meses, independente do tratamento, novamente 

evidencia um efeito dependente da idade. Sugere-se que este aumento na Akt 

é uma resposta ao desenvolvimento do envelhecimento, procurando evitar 

outros processos degenerativos. Houve também aumento na concentração da 

p-Akt nos grupos 24 meses quando comparado aos grupos 3 meses, 

independente do tratamento. Uma vez que a concentração da proteína 

aumentou nos ratos velhos, a taxa de fosforilação aumentou também. As 
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alterações na concentração da Akt e da p-Akt ocorreram em paralelo à 

diminuição da razão GSH/GSSG e ao aumento da GSSG. Foi encontrada uma 

correlação positiva entre a concentração de p-Akt e os níveis de GSSG. Este 

fato não significa uma interação causa-conseqüência, mas sendo a Akt uma 

proteína redox-sensível, tais mudanças relacionadas à idade e aos níveis de 

GSSG podem estar associadas à ativação desta proteína. A baixa 

concentração de EAO, como o peróxido de  hidrogênio, e o ânion superóxido, 

induz a proliferação celular pelas vias da ERK e da Akt, por meio da 

estimulação dos receptores dos fatores de crescimento (Yoon et al, 2002). A 

DHEA aumentou a concentração da p-Akt no grupo 24 meses comparado ao 

seu controle. Nosso resultado sugere que os corações dos ratos velhos 

estavam mais suscetíveis ao efeito da DHEA, a qual estimulou uma maior 

fosforilação.     

Os resultados obtidos por meio destes experimentos indicam um 

cenário em que a DHEA parece modular proteínas redox-sensíveis, bem como 

exerce diferentes efeitos em relação ao estresse oxidativo dependendo da 

idade. Se a DHEA deve ser considerada  anti ou prooxidante não é a questão 

central. A DHEA exerce ações benéficas e/ou tóxicas nos tecidos não somente 

por meio do seu potencial como anti ou prooxidante, mas por ter a capacidade 

de modular vias de sinalização como a Akt. É fundamental esta nova visão em 

relação ao estresse oxidativo, uma vez que seu conceito tem sido redefinido. 

Jones (2006) estabelece que o acúmulo de dados sobre as vias de sinalização 

redox, intervenções em ensaios com antioxidantes, e marcadores de estresse 

oxidativo indicam que uma definição mais proveitosa e contemporânea para o 

conceito de estresse oxidativo é “a interrupção do controle e da sinalização 
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redox”. Sabe-se que as conseqüências benéficas e/ou tóxicas das EAO 

sugerem um conceito simples como o “distúrbio no equilíbrio entre 

prooxidantes e antioxidantes”, e este é um conceito de mais de 20 anos. 

Simultaneamente, os sistemas enzimáticos evoluíram para produzir espécies 

reativas para a sinalização biológica, reações biosintéticas, defesa química e 

funções de detoxificação (Jones, 2006). Estes outros aspectos ajudam a 

justificar este novo conceito e sua naturalidade frente às abundantes 

evidências na literatura.  

Conclui-se que a DHEA como promessa de hormônio “anti-

envelhecimento” é uma perigosa imagem que é vendida e bastante utilizada 

em várias partes do mundo, seja na reposição hormonal feminina e masculina, 

seja como suplemento nutricional em academias. Mostrou-se neste estudo que  

a DHEA pode alterar o perfil oxidativo celular, modulando a expressão de 

proteínas envolvidas na sinalização celular. O uso indiscriminado deste 

hormônio poderia alterar estas vias de maneira a produzir adaptações 

inadequadas ou não necessariamente benéficas ao organismo.  

 

7. PERSPECTIVAS 

 

Embora os resultados apontem para uma clara participação da DHEA 

influenciando as EAO na modulação das vias de sinalização intracelular, outros 

experimentos seriam necessários para definir mais especificamente o papel 

deste esteróide em relação aos radicais livres e ao controle da ativação e 

expressão das proteínas destas e de outras vias de sinalização envolvidas no 

envelhecimento. Poderiam ser realizados: 
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• a avaliação in vitro do efeito da DHEA, avaliando outras 

vias intracelulares; 

•  a avaliação em fêmeas durante o envelhecimento, 

repetindo os protocolos utilizados nos machos;  

• o uso de modelos patológicos, como o Diabetes Mellitus; 

• a avaliação de outros tecidos (sistema nervoso central, 

fígado, rim, músculo esquelético) 
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