UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

JORDANA SALETE PUTTI

ESTRESSE OXIDATIVO NO CORACAO DE RATOS MACHOS
COM E SEM ATIVIDADE REPRODUTIVA DURANTE O
ENVELHECIMENTO

Orientador: Prof. Dra. Mara da Silveira Benfato
Banca: Dra. Cristiane Matté e Dr. Jorge Alberto Quillfeldt

Periddico de referéncia: Experimental Gerontology

Porto Alegre, Julho de 2014



Agradecimentos

Gostaria de agradecer, primeiramente aqueles que sempre me apoiaram para que
fosse possivel chegar até aqui, minha familia, meus pais e meus irmdos. O apoio de
vocés foi fundamental para que eu pudesse superar os obstaculos que surgiram ao longo
desta caminhada.

A minha orientadora, Mara da Silveira Benfato pelas tantas oportunidades que
me forneceu, por todo apoio e atengdo fornecidos diariamente.

A todos aqueles que de uma forma ou outra me fizeram crescer ao longo destes
anos académicos, em especial o pessoal do Laboratério 204 do Departamento de
Biofisica, que além de colegas sdo amigos e foram muito importantes tanto para o
desenvolvimento desse trabalho, mas também para meu crescimento enquanto pessoa.

Aos meus amigos, em especial os que me acompanham desde o inicio da
faculdade e estiveram sempre presentes: Bianca, Daniela, Marié, Natéalia, Irina e Paula.

Agradeco a banca que aceitou o convite e se disponibilizou a engrandecer meu
trabalho com boas ideias, Dra. Cristiane Matté e Dr. Jorge Alberto Quillfeldt.

A UFRGS, pelo ensino de exceléncia e pelas muitas experiéncias vividas; aos
orgdos de fomento pelo auxilio financeiro, em especial ao CNPq.

Por fim, agradeco a todos que de uma forma ou outro me fizeram chegar até
aqui!



Indice:

Lista de aDreViaturas..........ccocveeieeneeie s 4
LI (0] TSRS 5
RESUMIO. ...t et 5
PalaVras-ChaVe...........ccoiiiiiiiiieee s 5
L1 00 U o%: o TSRS 6
Material € MELOUOS. .........coverierieiieie e 7
RESUITATOS. ... e 10
DISCUSSED. ...ttt sttt ettt sttt nb e b nre s 12
RETEIBNCIAS. .. oo 16
TADBIAS. ..t ns 21

FIQUIAS. ... 24



Lista de abreviaturas

BSA: albumina sérica bovina

CAT: catalase

DNA: acido desoxinucleico

DTNB: &cido ditiobis nitrobenzoico

ERs: espécies reativas

ERN: espécies reativas de nitrogénio

ERO: espécies reativas de oxigénio

GPx: glutationa peroxidase

GSH: glutationa total

GST: glutationa S-transferase

HPLC cromatografia liquida de alto desempenho
KCL.: cloreto de potassio

MDA: malondialdeido

NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonila

SOD: superoxido dismutase

VIT. C: vitamina C
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Resumo

A reproducdo modifica a fisiologia e o metabolismo do sexo masculino. Esse estudo
analisou o estresse oxidativo no coracdo de ratos machos com e sem atividade
reprodutiva durante o envelhecimento. O estresse oxidativo foi avaliado através da
medida da atividade de antioxidantes enzimaticos: catalase, glutationa peroxidase,
superdxido dismutase e glutationa-S-transferase; antioxidantes ndo enzimaticos: niveis
de vitamina C e glutationa; e através da medida de danos: peroxidacdo lipidica,
carbonilacdo de proteinas e nitritos e nitratos. Também foi feita medida dos niveis de
testosterona no soro. Animais reprodutores exibiram maiores niveis de carbonilagao de
proteinas e nitritos e nitratos, a peroxidacdo lipidica foi maior em animais nao
reprodutores. A atividade dos antioxidantes enzimaticos foi bastante diversa: a
glutationa S-transferase foi maior em animais ndo reprodutores de 24 meses, a
superdxido dismutase foi maior nos animais reprodutores de 12 meses; a glutationa
peroxidase foi maior nos animais reprodutores de 6 meses, ao passo que a catalase foi
maior nos nao reprodutores dessa mesma idade. Nos antioxidantes ndo enzimaticos, a
vitamina C foi maior em animais reprodutores de 3 e 24 meses e a glutationa em
reprodutores de 24 meses. A medida do hormonio testosterona se mostrou elevada em
animais com atividade reprodutiva de 3 e 6 meses em comparacdo com as demais idades
e com 0s animais sem essa atividade. Os resultados desse estudo adicionam dados que
auxiliam na compreensdo das mudangas dos pardmetros de estresse oxidativo nos

processos de envelhecimento e reprodugéo.

Palavras-chave: coracdo, defesas antioxidantes, envelhecimento, estresse oxidativo,

reproducéo



1. Introducao

Diferentes processos metabélicos demandam uma grande quantidade de energia
dos organismos vivos. A reproducdo € o processo que requer a maior demanda
energética na vida dos mamiferos (Garratt et al., 2011). Em vertebrados machos, ela é
responsavel por mudancas morfologicas, comportamentais e fisicas (Miles et al., 2007).
Estudos demonstram que o esforco metabdlico elevado que estd associado com a
reproducdo aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e
ERN) (Bergeron et al., 2011).

As espécies reativas escapam normalmente de processos metabdlicos, como a
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e a producéo delas desempenha um papel
fundamental de grande importancia em varios processos metabdlicos, como sinalizagdo
celular, fagocitose, incluindo a prépria atividade reprodutora. Entretanto, um
desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas e defesas antioxidantes pode levar ao
estresse oxidativo, o qual pode causar dano em biomoléculas, como modificacdes
proteicas, peroxidacdo lipidica, inativacdo de enzimas e até mesmo dano ao DNA
(Guevara et al., 2009; Herlein et al., 2009; Halliwell e Gutteridge, 2007).

O envelhecimento, bem como os danos causados pelas ERs é comumente
combatido pelos mecanismos de defesas antioxidantes. Essas defesas podem ser tanto
enzimaticas como ndo enzimaticas. Dentre as defesas enziméaticas podemos destacar a
superoxido dismutase (SOD), a glutationa S-transferase (GST), a glutationa peroxidase
(GPx), a catalase (CAT) e as peroxirredoxinas. Os principais antioxidantes nao
enzimaticos sdo a glutationa e a vitamina C (Vit C) (Adibhatla e Hatcher, 2010; Vina et
al., 2003; Yoshihara et al., 2010).

Atualmente, existe uma grande quantidade de teorias que tentam explicar o
processo de envelhecimento (Kirkwood, 2008; Rattan, 2006). Umas dessas teorias, que
estd entre as mais aceitas € a teoria dos radicais livres. Ela postula que o fenémeno do
envelhecimento é modificado por fatores genéticos e ambientais e pode ser considerado
o resultado do acumulo de lesGes moleculares causadas por espécies reativas, levando a
perda da funcgéo celular e a doencas com o aumento da idade (Harman, 1956).

O aparelho cardiovascular é o sistema modular primario do corpo humano, tendo como
orgdo principal o coragdo, o qual sofre uma série de mudancas ao longo do curso da vida
(Burggren e Reyna, 2011). Embora ocorram muitas altera¢6es funcionais durante a vida, o

coracdo € o primeiro 6rgédo a revelar sinais significativos de envelhecimento entre todos
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0s outros no corpo humano (Holmes, 2008). Além disso, 0 avanco da idade esta
associado com o aumento da incidéncia de doencgas cardiovasculares, acidente vascular
cerebral, hipertensdo e uma diminuicdo da qualidade de vida geral (Holmes, 2008;
Lloyd-Jones et al., 2004).

H& poucos trabalhos que associam 0 estresse oxidativo com o processo de
reproducdo em conjunto com o envelhecimento em machos, especialmente no coracao.
Ja foi demonstrado previamente pelo nosso laboratério que o envelhecimento e a
reproducdo alteram o perfil o oxidativo em cérebro, pulmédo, rim e gonadas de ratos
machos (Alabarse et al., 2011; Gil Alabarse et al., 2011; Hackenhaar et al., 2009;
Salomon et al., 2013). Entdo, este estudo tem por objetivo estabelecer um perfil
oxidativo do coracdo de ratos machos Wistar e sua relagdo com o processo de
senescéncia e a atividade reprodutora. A fim de elucidar as alteragGes que ocorrem
nesse 6rgdo no decorrer do envelhecimento, foi comparado tanto em ratos reprodutores,
como em ndo reprodutores, a atividade de antioxidantes enzimaticos, os niveis de

antioxidantes ndo enzimaticos e o dano causado pelas ERs.

2. Material e Métodos
2.1. Animais e 0rgaos

Este estudo utilizou 80 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), de 3, 6, 12 e 24
meses de idade. Com um més de idade os animais foram separados em 2 grupos:
reprodutores e ndo reprodutores (n=10 para cada idade). Os ratos reprodutores foram
mantidos em uma caixa, com uma unica fémea, de mesma idade (1 macho e 1 fémea por
caixa). Os animais ndo reprodutores foram agrupados em 5 por caixa,sem qualquer

contato com fémeas.

Quando as fémeas deram a luz as ninhadas, foi considerada a ocorréncia de
reproducdo. Os filhotes foram separados dos casais com 21 dias de idade, antes do
estagio de puberdade. O tamanho das ninhadas variou de 5 a 11 filhotes e cada casal
teve mais de uma ninhada. Os animais foram mantidos em um ciclo de claro/escuro de
12 horas a 24 + 1 °C, os mesmos eram alimentados com racdo padrdo de laboratério e

agua potavel ad libitum.

Os animais foram eutanasiados, de acordo com protocolo experimental, assim

que alcancavam 3, 6, 12 e 24 meses de idade. Todos os animais foram anestesiados
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usando uma mistura de quetamina e xilazina (75 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente).
Foi medido o peso do corpo e o comprimento dos animais (sem a cauda). Apos perfusdo
utilizando-se solucdo salina, os érgdos foram removidos, pesados e congelados em

nitrogénio liquido.

O coracdo dos animais foi processado por macera¢do manual para analise. As
amostras foram sonicadas em solugéo tampéo (30 mmol/L fosfato, 120 mmol/L KClI,
100 mmol/L PMSF, pH 7.4) e centrifugadas por 10 minutos a 3.500x g. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e centrifugado por 10 minutos a 15.800x g. O

sobrenadante da segunda centrifugacao foi utilizado para os ensaios.

Este estudo foi conduzido com aprovacdo do comité de ética da UFRGS.

2.2. Ensaios

2.2.1. Niveis de testosterona

O nivel de testosterona no soro foi estimado por radioimunoensaio usando
Testosterone RIA DSL-4100® kits (Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Oxford,
UK). Todos os ensaios foram realizados de forma independente em triplicata.

2.2.2. Antioxidantes enzimaticos

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi avaliada pela medida da oxidacéo
do NADPH (usando absorbancia a 340nm) na presenca de glutationa reduzida,
glutationa redutase e hidroperoxido de terc-butil (Pinto e Bartley, 1969). A atividade da
GPx foi expressa em U/mg de proteina; 1 U foi definida como a capacidade da enzima
de oxidar 1 umol de NADPH/min.

O consumo do peroxido de hidrogénio, que é uma medida das atividades da
catalase, glutationa peroxidase e peroxirredoxinas (Halliwell e Gutteridge, 2007; Rhee
et al., 2003) foi avaliado através da medida da taxa de consumo de perdéxido de
hidrogénio via absorbancia a 240 nm (Aebi, 1984). A atividade foi expressa em U/mg
de proteina, onde 1 U foi definida como a capacidade de consumir 1 umol de perdxido

de hidrogénio/min.



A atividade da glutationa S-tranferase (GST) foi medida através da reacdo
catalisada por GST do 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno com glutationa reduzida a uma
absorbancia de 340 nm (Tsuchida, 2001). A atividade foi expressa em U/mg de
proteina; 1 U foi definida como a capacidade da enzima de produzir 1 pmol de GS-
DNB/min.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi baseada em um método
espectrofotométrico que monitora a inibicdo da autoxidacdo da epinefrina utilizando
absorbancia a 480 nm (Misra e Fridovic.l, 1972). A atividade da SOD foi expressa em
U/mg de proteina, onde 1 U foi definida como a capacidade da enzima de inibir 50% da

autoxidacdo da epinefrina.
2.2.3. Antioxidantes ndo enzimaticos

A medida da glutationa total (GSHt) foi realizada através da formacdo de p-
nitrofenol do é&cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB) na presenca da enzima
glutationa redutase e NADPH. A formacdo de cor foi medida em espectrofotdmetro a
uma absorbancia de 412 nm (Kondo and Awada, 2000).

Os niveis de Vitamina C (Vit. C) foram medidos em HPLC, empregando uma
coluna de fase reversa (SUPERCOSIL™ LC-18-DB HPLC (15 cm x 4.6 mm, 5 um)),
onde foi utilizado uma fase mével (30 mmol/L Fosfato de Potassio monobasico (pH
3,6) e metanol em uma propor¢ao de 9:1, v/v) com fluxo de 1 mL/min, e 20 pL de

amostra. A absorbancia do eluente da coluna foi monitorada a 250 nm (Karatepe, 2004).
2.2.4. Dano oxidativo

Como um indice de danos em proteinas, foi medido o nivel de carbonil,
utilizando uma absorbancia de 370 nm (Levine et al., 1990). O nivel de carbonil foi
expresso como nmol de carbonil/g de proteina.

Como um indice de peroxidacdo lipidica, foi medido o nivel de malodialdeido
(MDA) em HPLC, simultaneamente com o ensaio de Vit, C. (Karatepe, 2004). Os
niveis de MDA foram expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

Como um indice indireto dos niveis de éxido nitrico (nitritos e nitratos — NO; e

NO3) foi empregado um método espectrofotométrico utilizando a solucao de Griess, que
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usa absorbéncia a 543 nm para determinar os niveis totais de nitritos e nitratos (Grisham
etal., 1996).

2.2.5. Normalizacdo dos dados

Todos os resultados foram normalizados pelo conteddo total de proteinas,
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo (Bradford, 1976). Todos os

ensaios foram realizados de forma independente em triplicata.

2.3. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita com auxilio do Nucleo de Assessoria Estatistica
(NAE) da UFRGS. Os resultados foram analisados utilizando-se o teste ANOVA de
duas vias com post hoc de Bonferroni. Em variaveis cujo teste de Levene rejeitou a
hipétese de homogeneidade de variancias, foi realizada a andlise de variancias
ponderadas pelo inverso da variancia de cada grupo. Os dados foram expressos como
media * erro padrdo. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05.

3. Resultados
3.1. Peso e comprimento dos animais e 0rgéos

Os pesos corporais e 0 comprimento (sem cauda) dos animais com idade de trés,
seis, doze e vinte quatro meses ndo diferem entre animais do mesmo grupo, nem entre
0s grupos. Os niveis de testosterona foram maiores nos animais reprodutores de3 e 6
meses de idade em relagdo aos nédo reprodutores. Dentro do grupo dos reprodutores, 0s
animais de 3 e 6 meses diferiram significativamente dos animais de 12 e 24 meses. Nos

animais ndo reprodutores ndo houve diferenca entre as idades (Tabela 1).

3.2. Dano oxidativo

A carbonilacdo de proteinas foi maior nos animais reprodutores de 6, 12 e 24
meses com relacdo aos animais ndo reprodutores. Dentre 0s animais reprodutores, a

carbonilagcdo foi maior aos 12 meses com relacdo as demais idades. Entre os ndo
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reprodutores, o dano foi significativamente maior nos animais de3 meses de idade com

relacdo a todos os demais (Tabela 2).

Pode-se observar uma diferenca significativa nos niveis de nitritos e nitratos nas
idades de 3 e 24 meses entre animais reprodutores e ndo reprodutores, onde 0s maiores
niveis foram encontrados nos animais com atividade reprodutiva. Durante o
envelhecimento, dentre os reprodutores, os animais de 24 meses foram os que
apresentaram o0s maiores niveis de NO, e NO3 com relacdo as demais idades, enquanto
0s animais de 12 meses foram 0s que apresentaram os valores significativamente mais
baixos. Entre 0s ndo reprodutores, os animais de 24 meses também foram os que
apresentaram maiores niveis de NO, e NO3 a0 passo que, nesse grupo, 0S menores

niveis foram encontrados nos animais de 3 meses de idade (Tabela 2).

Os niveis de MDA foram maiores nos animais nao reprodutores, com relacéo
aos reprodutores nas idades de 6, 12 e 24 meses. Durante o envelhecimento, os niveis de
MDA foram maiores nos animais reprodutores de 6 meses e menor nos de 12 meses em
relacdo aos demais, j& nos ndo reprodutores, os maiores niveis foram encontrados nos

animais de 24 meses quando comparados aos demais (Tabela 2).

3.3. Antioxidantes enziméaticos

O consumo de peréxido de hidrogénio, quando comparados 0s animais
reprodutores e os ndo reprodutores, diferiu significativamente nas idades de 3 e 6 meses,
onde reprodutores tiveram maior consumo de perdxido de hidrogénio aos 3 meses e
menor aos 6, com relacdo aos animais ndo reprodutores. Durante o envelhecimento, nos
animais reprodutores, ndo houve diferenca significativa entre as idades. Nos
reprodutores, o consumo foi maior nos animais de 6 meses de idade em relagéo aos

demais (Figura 1).

Os niveis de SOD foram maiores nos animais reprodutores de 6 e 12 meses com
relacdo aos ndo reprodutores. Dentro do grupo reprodutor, todas as idades
demonstraram diferenca significativa nos niveis de SOD, com aumento progressivo de
atividade de 3 para 6 e 12 meses e queda aos 24. Nos animais néo reprodutores, apenas
0s de 12 meses demonstraram aumento significativo de atividade em relacdo aos de 3

meses (Figura 2).
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Entre os animais reprodutores e ndo reprodutores, a atividade da GPx diferiu nas
idades de 6 e 24 meses. Dentro do grupo reprodutor, a atividade da GPx diferiu
significativamente em todas as idades, sendo maior aos 6 meses. Nos ndo reprodutores,
a atividade dessa enzima foi menor nos animais de 3 meses com relagdo aos demais
(Figura 3).

A atividade da GST foi maior nas idades de 6 e 12 meses dos animais ndo
reprodutores em comparagdo com os reprodutores. Dentro do grupo reprodutor, a
atividade da GST foi elevada nas idades de 3 e 24 meses, com relacdo as idades de 6 e
12 meses. Nos animais ndo reprodutores, a atividade da GST foi menor nos animais de

3 meses de idade com relagdo aos animais de 24 meses (Figura 4).

3.4. Antioxidantes ndo enzimaticos

Os niveis de vitamina C diferiram significativamente em todas as idades na
comparagdo entre os animais reprodutores e ndo reprodutores. Entre os reprodutores, 0s
niveis foram maiores em animais de3 e 24 meses com relacdo aos animais de 6 e 12
meses; e entre 0s ndo reprodutores, nos animais de 6 meses em relacdo a todos os

demais (Figura 5).

A glutationa diferiu entre os grupos apenas na idade de 12 meses, apresentando
maior nivel nos animais ndo reprodutores. Dentre os animais reprodutores, se mostrou
elevada aos 24 meses com relacdo as demais idades. Dentre os ndo reprodutores, foi
significativamente menor nos animais de 3 meses com relagdo aos demais animais
(Figura 6).

4. Discussdo

Os resultados encontrados nesse trabalho demonstram que existe uma
significativa diferenca no perfil oxidativo de ratos machos que possuem atividade
reprodutiva e os que ndo possuem. As diferencas observadas corroboram com a idéia de
que a reproducdo altera os parametros de estresse oxidativo no coracdo de ratos machos.
Durante o envelhecimento, houve um aumento significativo de alguns parametros em
idades especificas e acentuada diferenca no nivel de dano encontrado em animais

reprodutores e nédo reprodutores.

Uma consequéncia fisiolégica da reproducdo, com impactos negativos na
historia de vida dos individuos, é o estresse oxidativo. Esse estresse pode causar dano
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oxidativo extensivo em proteinas, lipidios e mesmo ao DNA (Garratt et al., 2011). Os
resultados encontrados neste trabalho demonstram que o0s animais reprodutores
apresentam dano em proteinas elevado em relacdo aos ndo reprodutores de 6,12 e 24
meses (Tabela 2). Tais resultados vdo de acordo com trabalhos que mostram que o
coracdo € um Orgao que apresenta relativa abundancia de proteinas modificadas devido
ao acumulo de ROS, principalmente da cadeira transportadora de elétrons e que os
danos sdo acentuados com o processo de envelhecimento, pois, com o decorrer do
tempo, h& um declinio nas fun¢bes mitocondriais (Choksi et al., 2008; Petrosillo et al.,
2009).

O aumento dos niveis de MDA (Tabela 2) também vai de encontro com
trabalhos que ja demonstraram que o aumento da peroxidacdo lipidica, no coragdo, esta
associado com o envelhecimento (Miro et al.,, 2000). Os animais reprodutores
apresentam maiores niveis de NO, e NO; (Tabela 2). E sabido que o 6xido nitrico pode
induzir dano ao DNA, especialmente através de modificacGes de bases e inibicdo de
proteinas com grupos tiol (Niles et al., 2006). O que se pode observar é que 0s animais
apresentam consideravel aumento de nitritos e nitratos com o decorrer do tempo, onde
0s maiores niveis sdo encontrados em animais de 24 meses em ambas as idades. Como
esses niveis sao uma medida indireta do 6xido nitrico, pode-se inferir que aos 24 meses
de idade ha um aumento consideravel de dano nos animais, principalmente nos com
atividade reprodutiva. Esse resultado corrobora com o fato de que no coracgdo, o 6xido

nitrico esta associado com um aumento de EROs e fisiopatologias (Valko, 2006).

A SOD consome anios superoxido e evita a formacao de peroxinitrito (Halliwell
e Gutteridge, 2007). Perante os resultados deste estudo, observou-se que 0s niveis de
SOD foram aumentando progressivamente nos animais de 3, 6 e 12 meses, havendo um
decréscimo aos 24 meses. Pode-se notar, portanto, que aos 24 meses 0s animais estdo

mais suscetiveis aos danos causados principalmente pelo anion superdxido (Figura 2).

O produto da enzima SOD é o H,0,, que é claramente tdxico e deve ser
removido rapidamente dos organismos. Em células de mamiferos, esta eliminacdo é
feita principalmente pelas peroxirredoxinas, pela glutationa peroxidase e a catalase;
ambas reduzem o peroxido de hidrogénio a agua e oxigénio (Davies, 2000; Sies, 2014).
Neste trabalho, o consumo de perdxido de hidrogénio foi maior aos 6 meses de idade
em ratos reprodutores e menor nos ndo reprodutores desta mesma idade (Figura 1),
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indicando que ha uma diferenca no metabolismo de detoxificacdo do perdxido de
hidrogénio entre animais reprodutores e ndo reprodutores, principalmente na idade de 6

meses.

Outro resultado que segue este padrdo de diferencas ¢ o da GPx. Novamente,
entre 0os animais reprodutores, o nivel dessa enzima foi acentuadamente maior nos
animais de 6 meses de idade, indicando que nessa idade ha um maior requerimento
dessa enzima (Figura 3). Nos animais ndo reprodutores os niveis foram menores aos 3
meses, mas nas idades seguintes aumentaram e mantiveram-se constantes. Ha, portanto,
um padrdo que indica o aumento do consumo de perdéxido de hidrogénio e assim das

enzimas catalase e GPx em animais com atividade reprodutiva de 6 meses de idade.

A GST pode ser ativada reversivelmente por nitrosilagéo e irreversivelmente por
nitracdo. Os mecanismos pelos quais 0 6éxido nitrico aumenta a producdo de GST
envolvem peroxinitrito e/ou nitrosoglutationa (Imaizumi et al., 2006; Musci et al.,
2006). Os resultados encontrados nesse trabalho demonstram que o aumento da GST
esta diretamente relacionado com o aumento dos niveis de NO, e NOs, especialmente
nos animais de 24 meses, sejam eles reprodutores ou nao (Figura 4). J& se sabe que
baixos niveis de GST refletem numa maior suscetibilidade de doengas cardiovasculares
(Zhou, 2014). Estes resultados vao de acordo com resultados anteriores encontrados
pelo nosso laboratdrio que também demonstraram um aumento de GST em rins de ratos
machos e fémeas de 24 meses e no cérebro de machos reprodutores dessa mesma idade
(Alabarse et al., 2011; da Silva et al., 2013; Gil Alabarse et al., 2011).

A vitamina C é conhecida por ser um antioxidante essencial e cofator enzimatico
de reacOes fisiologicas, tais como a producdo de hormoénios, sintese de colageno, e
resposta imune. Naturalmente, a insuficiéncia de vit. C leva a lesbes graves a multiplos
orgdos, especialmente o coragdo, uma vez que ele é altamente aerdbio e,
consequentemente, produz mais ROS (Englard e Seifter, 1986). Ao contrario do que
ocorre em primatas, os ratos sdo capazes de sintetizar vit. C, processo que ocorre no
figado desses animais (Gupta et al., 1973). Neste trabalho, os niveis de vitamina C dos
animais reprodutores diferiram significativamente dos ndo reprodutores em todas as
idades, sendo maior aos 3 e 24 e menor aos 6 e 12 meses. Tais resultados demonstram
que os animais reprodutores tem maior aporte nas idades iniciais e finais, ao passo que

0s ndo reprodutores tem o &pice do nivel de vit. C aos 6 meses de idade (Figura 5).
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Esses resultados corroboram com estudos anteriores que demonstram o papel da
vitamina C na protecdo contra danos induzidos pelas espécies reativas e previne o

desenvolvimento de doencas cardiacas (Kim, 2013).

A glutationa é um antioxidante celular essencial. Ela é utilizada para uma ampla
gama de funces, incluindo eliminacdo de perdxidos e metabolismo de xenobidticos
(Zhou et al., 2014). Neste estudo, pode-se observar que o nivel de GSH, entre os
animais reprodutores, foi maior aos 24 meses, o0 que indica que ha uma maior
mobilizacdo desse antioxidante no metabolismo dos animais de idade mais avancgada.
Nos animais ndo reprodutores, 0 mesmo pode ser observado: 0s animais de 24 meses
sd0 0s que apresentam 0s maiores niveis desse antioxidante, ao passo que 0s menores
niveis foram encontrados nos animais de 3 meses (Figura 6). Tais resultados véao de
acordo com a literatura que demonstra que ha maior concentracdo desse antioxidante em
ratos de idade mais avancgada, principalmente como forma de combater disfuncdo do

miocardio (Leichtsweis, 2001).

A testosterona é um pro-oxidante e aumenta o estresse oxidativo nos diferentes
orgdos (Halliwell e Gutteridge, 2007), provavelmente aumentando o metabolismo e,
assim, reduzindo o tempo de vida de individuos do sexo masculino. Esta hipdtese é
apoiada pela constatacdo de que ratos machos castrados vivem mais do que ratos
machos intactos (Buchanan et al., 2001; Wikelski et al., 1999). No entanto, é necessario
certo nivel de testosterona para as defesas antioxidantes normais do organismo, e as
diferencas de concentracdo desse hormoénio podem alterar os parametros de estresse
oxidativo (Alonso-Alvarez et al., 2007; Ikeda et al., 2009). Neste trabalho, pode-se notar
claramente que os animais com atividade reprodutiva mantiveram um alto nivel desse
hormdnio nas idades de 3 e 6 meses e tiveram um decréscimo significativo nas idades
seguintes, enquanto os animais sem atividade reprodutiva mantiveram seu nivel de

testosterona equilibrado durante todo o ciclo de vida (Tabela 1).

E importante ressaltar que o coracdo é um o6rgdo vital, com alta demanda
metabolica, rico em mitocondrias e, portanto, especialmente vulneravel ao dano
oxidativo. Atualmente, ja é amplamente comprovado que o estresse oxidativo induzido
por ROS desempenha um papel em varias doencas cardiovasculares, tais como:
aterosclerose, doenca isquémica do coracdo, hipertensdo, cardiomiopatias, hipertrofia

cardiaca e insuficiéncia cardiaca congestiva (Dai e Rabinovitch, 2009; Perry et al.,
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2013; Seddon et al., 2007). Cada 6rgdo de um organismo possui sua prépria capacidade
antioxidante. Por conseguinte, cada 6rgdo também pode ter uma capacidade Unica para
ativacdo de antioxidantes, por isso se faz tdo importante um aprofundamento no estudo

do perfil de estresse oxidativo e defesas antioxidantes nos mais distintos 6rgaos.

A partir dos resultados encontrados nesse trabalho é possivel evidenciar que ha
diferenga no perfil de estresse oxidativo e defesas antioxidantes no coragdo de ratos
machos durante seu envelhecimento. Essas diferencas podem se acentuar quando
analisamos o aspecto reprodutivo desses animais e 0 grau em que essas mudancas levam
a mudancgas na expectativa de vida e qualidade de vida destes animais precisa ser

melhor esclarecido.
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Tabela 1

Peso dos animais, comprimento do corpo (sem a cauda) e niveis de testosterona (no

soro) de ratos machos de 3, 6, 12 e 24 meses com e sem atividade reprodutiva.

Resultados expressos em média + desvio padréo.

Idades ?
3 6 12 24
Peso® R 339,54 + 40,43 397,27 +59,13 468,37 + 42,63 421,97 + 26,97
NR 296,82 + 3,30 310,51 +7,10 433,01 +24,62 436,71 + 36,81
Comprimento® R 21,81 +1,60 22,27+1,19 23,78 +1,40 24,00+0,81
NR 20,22 + 0,21 22,02 + 0,40 22,50 + 0,30 22,03 +0,30
Testosterona® R 18,58 + 4,31* # 15,14 + 4,65 * # 2,68 +1,35 1,92 + 1,07
NR 2,03 +1,63 1,20 £ 0,15 1,61 +0,93 1,42 + 0,39

% ldade expressa em meses.
® Peso dos animais em g.

¢ Comprimento dos animais em cm.

9 Niveis de testosterona expressos em ng/ml.

* Denota diferenca significante entre os animais reprodutores e 0s ndo reprodutores para

um p < 0,05.

# Denota diferenca entre as idades dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.
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Tabela 2

Carbonilacdo de proteinas (carbonil), dano indireto por éxido nitrico (NO, e NO3) e
peroxidacéo lipidica (MDA), em coracdo de ratos de 3, 6,12 e 24 meses com e sem

atividade reprodutiva. Resultados expressos em média * erro padrao.

Idades ?
3 6 12 24
CARBONIL" R 1,85 + 0,54 373+16* 249 +581*# 1,44 +2,38 *

NR 1,85+0,54 # 0,17 £0,03 0,23 +0,08 0,77 £ 0,59
NO, e NO;5° R 188,32 £ 0,75 * 156,81 + 0,75 111,12 +0,75# 476,33 + 0,84 *#
NR 28,98 + 0,075 # 77,80 + 0,075 106,77 + 0,084 138,34 + 0,097 #
MDA‘ R 142,61 +32,33  776,98+40,72*# 72,15+ 14,722 *# 338,84 + 15,347 *
NR 183,40 + 05,35 470,84 + 41,11 510,50 + 70,46 113453 + 72,70 #

#1dade expressa em meses.

®Niveis de carbonilagdo de proteina expressos em nmol de carbonil/g de proteina.
°Niveis de NO, e NOz expressos em nmol de NaNO, /mg de proteina.

I Niveis de peroxidacdo lipidica expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

* Denota diferenca significante entre os animais reprodutores e 0s ndo reprodutores para
ump <0,05.

# Denota diferenca entre as idades dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.
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Fig. 1. Consumo de H,0, em coragao de animais reprodutores e ndo reprodutores de 3, 6, 12,

24 meses.
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Fig. 1. Consumo de H,0, no coracdo de ratos reprodutores (A) e ndo reprodutores (B).
Resultados expressos em média * erro padrdo. * Denota diferenca significante entre
0s animais reprodutores e 0s nao reprodutores e # denota diferenca entre as idades
dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.
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Fig. 2. SOD em coragao de animais reprodutores e ndo reprodutores de 3, 6, 12, 24 meses.
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Fig. 2. Atividade da SOD no coracdo de ratos reprodutores (A) e ndo reprodutores (B).
Resultados expressos em média + erro padrdo. * Denota diferenca significante
entre os animais reprodutores e 0s ndo reprodutores e # denota diferenca entre
as idades dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.
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Fig. 3. GPx em coragao de animais reprodutores e nao reprodutores de 3, 6, 12, 24 meses.
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Fig. 3. Atividade da GPx no coracéo de ratos reprodutores (A) e nao reprodutores (B).
Resultados expressos em média + erro padrdo. * Denota diferencga significante
entre 0s animais reprodutores e os ndo reprodutores e # denota diferenca entre
as idades dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.




Fig. 4. GST em coragao de animais reprodutores e nao reprodutores de 3, 6, 12, 24 meses.
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Fig. 4. Atividade da GST no coracdo de ratos reprodutores (A) e ndo reprodutores (B).
Resultados expressos em média + erro padrdo. * Denota diferenca significante
entre 0s animais reprodutores e 0s ndo reprodutores e # denota diferenca entre
as idades dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.




Fig. 5. Vitamina C em coracao de animais reprodutores e nao reprodutores de 3, 6, 12, 24
meses.
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Fig. 5. Niveis de vitamina C no cora¢do de ratos reprodutores (A) e ndo reprodutores (B).
Resultados expressos em média + erro padrdo. * Denota diferenca significante entre
0s animais reprodutores e 0s ndo reprodutores e # denota diferenca entre as idades
dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.
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Fig. 6. GSH em corac¢ao de animais reprodutores e ndo reprodutores de 3, 6, 12, 24 meses.
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Fig. 6. Atividade da GSH no coragdo de ratos reprodutores (A) e ndo reprodutores (B).
Resultados expressos em média + erro padrdo. * Denota diferenca significante
entre 0s animais reprodutores e 0s nao reprodutores e # denota diferenca entre as
idades dos animais do mesmo grupo para um p < 0,05.
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