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RESUMO

Titulo: Estresse oxidativo e envelhecimento no encéfalo de ratos machos
reprodutores.

A reproducdo é capaz de alterar muitos parémetros relacionados a
fisiologia, ao comportamento e a morfologia em vertebrados machos. Trabalhos
apresentam relacdo entre reprodugdo ou envelhecimento com estresse
oxidativo, ndo havendo trabalho relacionando estresse oxidativo, reproducéo e
envelhecimento simultaneamente em mamiferos. Para avaliar o estresse
oxidativo no encéfalo de ratos machos decorrente da atividade reprodutiva e ao
longo do envelhecimento (3, 6, 12 e 24 meses) comparado a animais sem
atividade reprodutiva (n = 10 por grupo e por idade), avaliou-se a atividade de
enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase, superéxido dismutase,
glutationa S-transferase); os niveis de moléculas antioxidantes (glutationa
oxidada e reduzida, vitamina C e E); os marcadores de dano oxidativo
(peroxidagdo lipidica, carbonilagéo de proteinas, nitritos e nitratos), bem como
0 status oxidante total e a atividade da enzima metabdlica aconitase no
encéfalo, e os niveis de testosterona e estradiol no soro. ANOVA, seguido do
post hoc de Tukey, foi utilizado para avaliar a diferenca estatistica entre os
grupos. Correlacdo de Spearman e Regressao Linear (método stepwise) foram
utilizadas para avaliar altera¢des relacionadas entre os parametros. Os animais
machos com atividade reprodutiva apresentaram elevada concentragdo de
testosterona e atividade da aconitase, sugerindo um metabolismo mais elevado
qgue os sem atividade reprodutiva. A atividade das enzimas antioxidantes e a
quantidade de moléculas antioxidantes também foram mais elevadas em
diversos grupos de animais reprodutores, mas o dano oxidativo mais elevado
também foi observado nesses grupos de animais reprodutores. Alteracdes
relacionadas ao envelhecimento foram observadas em ambos 0s grupos, ndo
havendo padrédo. Observou-se elevada atividade das enzimas antioxidantes,
bem como maiores danos, no grupo dos animais reprodutores de 6 meses. Nos
animais mais velhos (24 meses), observam-se similares niveis dos marcadores
de dano oxidativo, atividade de algumas enzimas antioxidantes e de moléculas
antioxidantes entre os grupos. Do complexo emaranhado de correlagbes e
regressbes observado nesse sistema, destaca-se a influéncia do
envelhecimento nos niveis de testosterona, nitritos e nitratos e na atividade das
enzimas aconitase, catalase e glutationa S-transferase (coeficiente
padronizado B = -0,53; -0,31; -0,39; -0,78 e 0,23, respectivamente). Os niveis
de testosterona se correlacionaram positivamente com diversos parametros:
catalase 73%, superdxido dismutase 71%, peroxidacao lipidica 43%, nitritos e
nitratos 50%, aconitase 46% e aconitase reativada 47%. Sugere-se que a
atividade reprodutiva eleva o metabolismo, tanto por estimulo hormonal quanto
por outras alteragbes, e.g. alteracdo comportamental, levando a elevada
producdo de espécies reativas, causando dano oxidativo e elevando a
atividade e a quantidade das defesas antioxidantes. Esses resultados auxiliam
na compreensao das alteracbes causadas pela reproducédo relacionadas ao
envelhecimento em nivel de estresse oxidativo, e sugere bases para explicar
0s custos relacionados a reproducéo.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes, dano oxidativo, reproducao.
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ABSTRACT
Title: Oxidative stress in the brain of reproductive male rats during aging.

Reproduction causes changes in male vertebrates, including
morphological, behavioral, and physiological alterations. Reproduction and
aging may alter oxidative stress, but there is no research concerning oxidative
stress and reproduction during aging in mammals. We performed a
comprehensive study to examine oxidative stress in the brains of male rats with
(experienced) or without (naive) reproductive activity during aging (3, 6, 12, and
24 months of age). Oxidative stress was assessed by measuring the antioxidant
enzymes activity (catalase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase,
glutathione S-transferase), the amount of non-enzymatic compounds (reduced
and oxidized glutathione, vitamin C and E), the levels of oxidative damage
markers (lipid peroxidation, protein carbonylation, nitrite and nitrate) as well as
total oxidant status, and the aconitase metabolic enzyme activity in brain, and
the levels of testosterone and estradiol in serum. ANOVA, followed by Tukey
post hoc, was used to analyze statistical differences among groups. Spearman
Correlation and Linear Regression (stepwise method) were used to analyze
relation among parameters. Reproductively active animals exhibited increased
testosterone levels and aconitase activity, suggesting an increased metabolism.
Despite the Increased antioxidant enzyme activities and increased levels of
antioxidant compounds were observed, damage to biomolecules was also
observed in experienced rats. During aging changes in oxidative stress were
observed in all groups, but no pattern was observed. We found higher activities
of antioxidant enzymes, higher amounts of antioxidants, contrasting with higher
damage at six months of age between experienced than naive animals. Some
similarities were found in antioxidant activities and levels, and damage between
the groups at twenty-four months of age. Correlations and regressions show a
very complex web of interactions among the parameters. Aging exerted
influence in testosterone, nitrites and nitrates levels, in the aconitase, catalase,
and glutathione S-transferase activities (adjusted B value of = -0.53; -0.31; -
0.39; -0.78; and 0.23, respectively). Testosterone levels positively correlated
with: catalase 73%, superoxide dismutase 71%, lipid peroxidation 43%, nitrites
and nitrates 50%, aconitase 46%, and reactivated aconitase 47%. We suggest
that reproductive activity increases metabolism, by hormonal stimuli as by
others factors, e.g. behavioral change, and this changes lead to increased
production of reactive species, which lead to oxidative damage and increases
the antioxidant enzymes activity and non-enzymatic amount. These results add
comprehensive data regarding changes in oxidative stress during aging, and
suggest an explanation for the costs of reproduction.

Key-words: Antioxidant enzymes, oxidative damage, reproduction.
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1. INTRODUCAO
1.1. Estresse Oxidativo:

Da complexidade de reagbes quimicas possiveis aos seres Vivos,
algumas reacdes sdo indesejaveis ao consumir reagentes importantes e/ou dar
origem a produtos que podem ser inutilizaveis, toxicos ou neutros. Uma série
de reacdes de oxidacdo e reducdo é considerada prejudicial por causar
alteragdes fisico-quimicas a moléculas importantes, alterando a funcionalidade
original.

A formagé&o e reacdo de espécies reativas sdo amplamente estudadas,
muitas vezes equivocadamente ditas como prejudiciais ao apresentar
importante papel na sinalizacdo (RUBBO & RADI, 2008). As mais comuns
espécies reativas sdo relacionadas ao oxigénio e ao nitrogénio. O radical mais
reativo € o radical hidroxila (OH®; potencial de reducdo de 2,31V a pH 7),
geralmente formado pela Reacdo de Fenton (HALLIWEL & GUTTERIDGE,
2007):

Reacéo 1: 0, + Fe™® - 0, + Fe*?

Reac&o de Fenton: H,O, + Fe'> — Fe™ + OH + OH®

O perdxido de hidrogénio (H20,) reage com ferro e ha a abstracdo de
um elétron deste, decompondo o H,O, em anion hidroxila (OHY) e radical
hidroxila (OH®). A formacdo de radicais livres pela Reagédo de Fenton pode
ocorrer principalmente com ferro e cobre, mas também ocorre com niquel,
cromo e cadmio (MUSCI et al., 2006).

O anion superéxido (O2*) é um radical que possui baixa reatividade com
a maioria das moléculas biologicas, mas uma reatividade maior com

grupamentos tiol e muito elevada com metais, e.g. cobre, ferro e manganés
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(ABREU & CABELLI, 2010). Geralmente é gerado na Cadeia Transportadora
de Elétrons (CTE) da mitocOndria, por vazamento de elétrons (HALLIVEL &
GUTTERIDGE, 2007). Este radical é capaz de reagir com grupamento ferro-
enxofre de enzimas, e.g. aconitase (ACO), inativando-as (ABREU & CABELLI,
2010).

O 0,* pode dar origem ao H,O,, que é uma espécie reativa de oxigénio
muito estavel, capaz de se difundir com grande facilidade, e possui papel na
sinalizacdo e oxidagao (LINNANE et al., 2007). Estudos recentes sugerem que
0 H,O, so6 pode se difundir através das membranas por poros similares as
aquaporinas (BIENERT et al., 2007), ainda sendo controverso.

O oxido nitrico (NO®) é um radical que possui capacidade de difusdo
através de membranas e possui longa vida biologica. A enzima 6xido nitrico
sintetase é uma das principais fontes deste radical, produzindo-o a partir da
arginina. O peroxinitrito (ONOO"; Reacéo 2) é a espécie reativa de nitrogénio
de maior importancia biolégica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007):

Reacéo 2: NO* + O, — ONOO

O NO°* reage com o O," formando o ONOO'. Sugere-se gque essa
reagdo ocorra no interior da mitocondria e que esta seja o principal alvo de
modificacdes por essa espécie (RUBBO & RADI, 2008).

Nitracdo e nitrosilacdo s&o reacdes relacionadas a espécies reativas de
nitrogénio (HALLIVEL & GUTTERIDGE, 2007; RUBBO & RADI, 2008). A
nitracdo ocorre quando um NO: (nitro) reage irreversivelmente com alguma
molécula; j& a nitrosilacdo, quando um NO (nitroso) reage de forma reversivel

com grupamentos tiol ou metais (HALLIVEL & GUTTERIDGE, 2007).
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O papel do NO* na sinalizagdo do sistema nervoso foi descoberto em
1988 (GARTHWAITE et al.,, 1988). Uma vez que este possui facilidade de
difusdo tanto no meio aquoso quanto através de membranas, € amplamente
estudado (GARTHWAITE & BOULTON, 1995).

Enzimas de vias de oxidacdo e reducdo evoluiram para defender o
organismo e controlar a quantidade de espécies reativas, realizando a
manutencdo das possiveis modificacbes quimicas iniciadas por estas
moléculas (McINTYRE et al., 1999). Em meios biologicos, as modificacbes
quimicas relacionadas a sinalizacdo sdo aquelas que iniciam uma resposta
celular, direta ou indireta, a partir da formac&do de uma molécula ligada a este
radical (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007; RUBBO & RADI, 2008).

Passamos a considerar, entdo, dano oxidativo como todo o tipo de
modificacdo molecular, reversivel ou ndo, com importancia biolégica deletéria
que possa: desestruturar proteinas, modificando sua funcdo; desestruturar
enzimas, alterando sua atividade; modificar bases nitrogenadas e seus
compostos, e.g. DNA e RNA, alterando significativamente a informacéo
codificada; alteragdo de outras moléculas, como fosfolipidios de membrana,
desestruturando organelas, membrana plasmética, etc.; e outros. Esse conceito
de dano estd fortemente relacionado a quantidade, por passar do nivel de
modificagdo para sinalizagdo para as desestruturacées e/ou formacdo de
aglomerados moleculares, podendo levar a morte celular programada ou até
necrose tissular (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007; RUBBO & RADI, 2008).
Uma molécula aqui definida como modificada, ainda pode servir na sinalizac¢éo.

A partir das defesas e danos oxidativo, pode-se compreender o que

seria 0 estresse oxidativo, como algo ténue e sensivel, que se altera com o
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tempo, com o estado biolégico e com influéncias externas, podendo-se
simplificar como a quebra dindmica do equilibrio entre as defesas antioxidantes

e as diferentes espécies reativas.

1.1.1. Defesas Antioxidantes:

Muitas sdo as defesas antioxidantes dos organismos, sendo separados
em dois grandes grupos: as defesas enziméticas e as ndo-enzimaticas. Das
defesas enzimaticas, as mais estudadas séo: a superéxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a glutationa S-transferase
(GST); j& as defesas ndo-enzimaticas sdo: a glutationa (GSH), o &cido

ascorbico, o alfa-tocoferol, e outras vitaminas.

1.1.1.1. Defesas Enziméticas:
1.1.1.1.1. Superéxido Dismutase:

A funcdo da enzima SOD foi definida por McCord e Fridovich, em 1969,
sendo uma enzima capaz de catalisar a dismutagdo do O,* em oxigénio e
H.O, (Reacao 3) utilizando um atomo de cobre em seu sitio ativo (SOD cobre-
zinco, McCORD & FRIDOVICH, 1969). Esta enzima € encontrada em
mamiferos distribuida em meio intra- e extracelular. No meio intracelular, ha a
enzima SOD nas mitocéndrias e no citosol. A SOD mitocondrial € uma enzima
tetramérica contendo um atomo de Manganés em seu sitio ativo (conhecida
como SOD2 ou MnSOD), inicialmente descoberta por Keele, em 1970 (KEELE
et al.,, 1970). A enzima SOD citosélica é uma enzima dimérica que possui um
ion Cobre e um ion Zinco em seu sitio ativo (conhecida como SOD1 ou

CuzZnSOD). No meio extracelular ha apenas um tipo de enzima SOD, sendo
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uma enzima tetramérica similar a CuZnSOD (conhecida como SOD3 ou EC-
SOD), descoberta por Marklund, em 1982 (MARKLUND, 1982).

Reagéo 3: Oz.- + Oz.- +2H" > H>05 + O

1.1.1.1.2. Glutationa Peroxidase:

A enzima GPx em mamiferos representa uma familia de enzimas de
mesma funcdo e é distinta para diferentes 6rgdos. A GPx1 se encontra no
interior celular e é a forma encontrada no encéfalo. A familia da enzima GPx
possui um atomo de selénio em seu sitio ativo e possui a capacidade de
degradar perdxidos no organismo (Reacdo 4; HALLIWEL & GUTTERIDGE,
2007):

Reagéo 4: ROOH + 2GSH — GSSG + H,O + ROH

O peroxido ligado a um grupamento (R) pode ser degradado via GPx
utilizando duas moléculas de glutationa reduzida (GSH), oxidando em
glutationa oxidada (GSSG). A GSSG pode ser reduzida pela enzima glutationa
redutase (Reacéo 5; HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007):

Reacdo 5: GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

1.1.1.1.3. Catalase:

A enzima CAT é especializada em decompor o H,O, (Reagéo 6). A CAT
€ uma enzima tetramérica que possui um grupo heme no sitio ativo de cada
subunidade e um ion ferro em cada heme. Ela se localiza no interior do
peroxissomo, degradando apenas o H,O; produzido nesta organela e podendo
haver vazamento desta molécula para o citosol (HALLIWEL, 1974).

Reacéo 6: 2H,0, — 2H,0 + O,
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1.1.1.1.4. Glutationa S-Transferase:

A enzima GST pode possuir duas principais fungbes: como enzima
detoxificadora de segunda ordem agindo sobre xenobidticos e como enzima
GPx degradando perdxidos orgénicos, utilizando GSH. Sua atividade como
GPx se diferencia das outras peroxidases por ndo possuir atividade sobre o
H,O, (MATSUMOTO et al., 2000; HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007). Existem
muitas familias que codificam as GSTs em animais (sendo: a, ¢, 4, T, W, 0 € 0),
geralmente estruturada como uma proteina dimérica codificada com duas

subunidades da mesma familia (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007).

1.1.1.2. Defesas N&o-Enzimaticas:
1.1.1.2.1. Glutationa:

A glutationa é um tri peptideo formado por glicina, cisteina e acido
glutdmico. A sintese ocorre no citoplasma pelas enzimas glutamato-cisteina
ligase e pela glutationa sintetase. Essa molécula encontra-se em altas
concentragdes nos o6rgdos (2 mM no encéfalo, 8 mM no figado), sendo
considerada a defesa antioxidante ndo-enzimatica celular de maior importancia
(potencial de reducao biolégico de aproximadamente -250 V). O grupamento

tiol da cisteina é capaz de reagir degradando diversas moléculas oxidantes

(Fig. 1).

1.1.1.2.2. Vitamina C:
A vitamina C (Vit C; &cido ascoérbico) é um antioxidante que € sintetizado
por maioria dos mamiferos, exceto humanos e cobaios, que a adquirem apenas

pela dieta (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007). Tanto nas mitocondrias como
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no citosol, a Vit C é utilizada para degradar as espécies reativas de oxigénio

(EROs; Fig. 2; KONDO et al., 2008).

NH,
PPN
Ho/\(\)\”)ﬁ(“\)&w
NH, o

Fig. 1 — Estruturas e reacdes de oxidagdo da glutationa. A glutationa
pode sofrer oxidagdo, pela abstragdo de um hidrogénio, formando o radical
glutationa (GS®); tratando-se de um composto em grande concentragcdo no
citosol, torna-se provavel o encontro e reagdo de dois radicais glutationa,

formando glutationa oxidada, ou por via enzimatica.

. . D
Acido ascdrbico Semidehidroascorbato Dehidroascorbato

AscH, AscH- ASGOK

Fig. 2 — Estruturas e reacfes de oxidagdo da vitamina C. O &cido
ascorbico pode sofrer reagdo com alguns radicais (como O,* e OH®), através
da doacdo de um elétron, formando o composto semidehidroascorbato e um
ndo-radical; apesar de pouco reativo, o composto semidehidroascorbato pode

continuar a oxidar, formando o dehidroascorbato e produtos subsequentes.
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Sua sintese e estocagem ocorrem principalmente no figado. A liberagéo
para a corrente sanguinea ocorre via Transportador de Vitamina C Sdédio-
dependente (“Sodium-dependent Vitamin C Transporter” — SVCT1) e a
captacdo pelos orgdos e tecidos periféricos ocorre pelo seu homologo SVCT2

(HARRISON et al., 2010).

1.1.1.2.3. Vitamina E:

A vitamina E (Vit E) € um dos agentes antioxidantes de maior
abundancia encontradas em partes lipossoluveis das células de mamiferos
superiores (Fig. 3; RIGOTTI, 2007). A Vit E corresponde a uma familia que
contém oito compostos lipofilicos que ocorrem naturalmente, sendo quatro
tocoferdis e quatro tocotriendis, designados como: alfa, beta, gama e delta
(GOHIL et al., 2008). O alfa-tocoferol € o representante da familia da Vit E de
maior relevancia na fisiologia dos humanos, contando com maior concentragao
nos tecidos (RIGOTTI, 2007). O alfa-tocoferol é o que possui maior atividade
biolégica e o maior representante antioxidante com funcdo de protecdo dos
acidos graxos poliinsaturados contra a peroxidagéo lipidica (NISHIDA et al.,

2009).

1.1.2. Dano Oxidativo:

H& conhecidos marcadores de danos oxidativo que auxiliam no estudo
de estresse oxidativo. Os radicais livres gerados no organismo podem danificar
diversas moléculas e sdo capazes de inibir a atividade de enzimas. Algumas

moléculas formadas pelo ataque direto dos radicais sdo instaveis e reagem até
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formar moléculas mais estaveis e, estas, podem ser utilizadas como

marcadores de dano oxidativo.

H

CHy

Fig. 3 — Estruturas e reagdes de oxidagéo da vitamina E. Na realidade,
muitos sdo os enantiomeros englobados pelo nome usual “vitamina E”, sendo o
RRR-alfa-Tocoferol o composto com maior relevancia em termos bioldgicos
que, quando oxidado, forma o radical tocoferil; este pode ser reciclado pela

vitamina C, retornando a tocoferol.

1.1.2.1. Peroxidacéo Lipidica:

Danos em lipideos séo frequentemente estudados, sendo iniciados a
partir da cascata de peroxidacéo lipidica e formacéo de peréxido lipidico (Fig.
4; MONTINE et al., 2002). Vérios sdo os produtos da peroxidacao lipidica,
sendo os mais difusiveis os aldeidos como: malondialdeido (MDA), acroelina,

4-hidroxi-2-hexanal e o 4-hidroxi-2-nonenal (MONTINE et al.,2002).

Paulo Alabarse 19/83



Lipidio Radical Radical Lipidio Lipidio
Insaturado Lipidico  Lipidico Perouil Insaturado  Peroxidado

R R R R R
OH* HO ) O,

~

Inicio

Propagacéo

Fig. 4 — Reacdo da cascata de peroxidagdo lipidica. A reacdo de
peroxidagédo lipidica inicia quando um lipidio insaturado reage com um OH°®,
formando um radical lipidico, e este pode reagir com oxigénio e formar um
radical lipidico peroxil; a propaga¢do da reacdo ocorre quando este radical
lipidico peroxil reage com um lipidio insaturado formando um lipidio peroxidado
e mais um radical lipidico. A reacéo de propagacao pode terminar de diversas

formas, e.g. agdo de antioxidantes.

Peroxidacdo lipidica é uma consequéncia bioldégica importante em
termos de dano oxidativo celular. As espécies reativas formadas possuem
efeito citotoxico nos fosfolipidios de membrana, por alterar a permeabilidade de
membranas, alterando a sua fluidez ou rigidez, e, em situacbes de maior

estresse, pode haver ruptura de membrana (CEMEK et al., 2010).

1.1.2.2. Dano em Proteinas:
1.1.2.2.1. Carbonilagéo:
A carbonilagdo € um dano comum que ocorre em alguns residuos de

aminoacidos de proteinas: L-arginina, L-lisina, L-prolina e L-treonina. Formagéao
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e deteccdo de residuos carbonilados em proteinas podem ocorrer
alternativamente em resposta a produtos da peroxidacgéo lipidica, e.g. 4-hidroxi-
2-nonenal, que se ligam a proteinas, e detec¢do de acidos sulfénicos como

residuos carbonilados (WONG et al., 2010).

1.1.2.2.2. Nitragéo e Nitrosilagao:

Espécies reativas de nitrogénio modificam proteinas e lipideos por
nitragdo e nitrosilagdo. A reacdo do ONOO’™ com residuos de tirosina de
proteina é a mais fundamentada (BARTESAGHI et al., 2007; RUBBO & RADI,
2008). Essa alteracdo € primariamente considerada um dano quando se
observa a perda da funcé@o da proteina ou a inativagdo de uma enzima e, em
lipideos, é considerado um sinalizador celular e possui funcéo tecido especifica

(BARTESAGHI et al., 2007; RUBBOO & RADI, 2008).

1.1.2.2.3. Inativagdo Enzimética:

Diversas enzimas podem sofrer inativagéo via estresse oxidativo e por
diferentes mecanismos. O complexo | da CTE, assim como a enzima SOD2,
pode ser inativado por nitragdo (ANTUNES et al., 2002; ANANTHARAMAN et
al., 2006). A ACO, assim como outras enzimas que possuem nucleo ferro-
enxofre em seu sitio ativo, pode ser inativada por espécies reativas (BEINERT
et al., 1996; HAN et al., 2005; TONG & ROUAULT, 2007).

A atividade da enzima ACO estd ligada ao controle de processos
oxidativos, principalmente no funcionamento mitocondrial, participando do ciclo
de Krebs (MEDVEDEVA et al., 2002). Na mitocondria, a ACO faz a conversdo

do citrato em cis-aconitato e este para isocitrato (KREBS & HOLZACH, 1952).
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Esta enzima possui um ndcleo de ferro-enxofre [4Fe-4S], e é encontrada
em dois compartimentos celulares: mitocondria (mMACO) e livre no citosol
(cACO; TONG & ROUAULT, 2007). A mACO participa do ciclo do &cido citrico,
enquanto a cACO possui importancia na regulagéo e sinalizacédo de ferro na
célula (Fig. 5a; TONG & ROUAULT, 2007). A atividade da enzima esta
intimamente relacionada com o estado redox do ferro em seu nicleo, se este
estiver no estado Fe™ a enzima esta ativa, se estiver no estado Fe*?, a enzima
perde este ferro e esta inativa (Fig. 5b; BEINERT et al., 1996; HAN et al., 2005;
TONG & ROUAULT, 2007). A cACO inativa muda sua conformagéo e passa a
possuir fungé@o de regulacéo e sinalizac@o do ferro na célula (Fig. 5a; TONG &
ROUAULT, 2007). O mecanismo proposto de inativagdo da ACO é via 0,* e

explicado pela Reacgéo 1.

(a)
-Fe 2
. Y
T o2
Fe
. . 5
Citrato  |socitrato mRMA
(b)
Fe-a
Cys358 Cys 358
Fe 2+ -e-
—_
—
Cysd24 Fed++e-  Cysd424
Cysd21 Cysd21

Fig. 5 — Representagcdo esquemdtica (a) das duas fungdes da enzima
ACO relacionada a presenca de ferro em seu sitio ativo e (b) detalhe do sito

ativo. (a) A presenca do ferro na enzima ACO resulta na fungéo primaria,*
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1.2. Reproducéo:

Sob o ponto de vista evolutivo, a reproduc@o sexuada é um evento que
se tornou natural e comum a diversas espécies, evoluindo em complexidade e
se adaptando para garantir a passagem dos genes a geragdes seguintes. As
primeiras mudancas morfolégicas em ratos machos iniciam a partir dos
primeiros 30 dias de vida, em que 0 organismo passa por alteragcdes no aparato
genital, tornando-o sexualmente competente (KRINKE, 2000; ROMEO et al.,
2002; MATSUMOTO et al., 2008). Posteriormente, a presenca de uma fémea
no cio é de importancia fundamental para alteracbes fisiologicas e

comportamentais nos machos (HULL & DOMINGUEZ, 2007).

1.2.1. Reproducdo e Estresse Oxidativo:

A reprodugdo exige alguns custos e estudos demonstram que
reproducdo estad relacionada com estresse oxidativo (WANG et al., 2001,
BARNES & PARTRIDGE, 2003; ALONSO-ALVAREZ et al., 2004; HARSHMAN

& ZERA, 2006).

'Cont. Fig. 5 — participando do ciclo de Krebs no interior da mitocondria; a
perda do ferro, no citosol, resulta em troca da fun¢éo, tornando-a uma proteina
com fungdo reguladora de ferro em nivel traducional. Figura adaptada de
COMMICHAU & STULKE (2008). (b) Representacédo da conversdo do grupo
ferro-enxofre entre os estados [4Fe-4S] e [3Fe-4S]. A presenga do quarto
atomo de ferro é essencial para a atividade enzimatica da ACO, identificado

como Fe-a. Figura adaptada de BEINERT et al. (1996).
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A avaliacdo das alteracBes e custos fisioloégicos é foco de muitos
estudos, havendo poucos que avaliam as relagbes dessas alteragbes para a
reprodugdo, como apontado por HARSHMAN & ZERA (2006), que procuram
quebrar o modelo ortodoxo em ‘Y’ (Fig. 6); e raras pesquisas relacionando

reproducao e estresse oxidativo.

=) Soma

Alimentacao

Reproducéo

(b T
Soma

[ ’

s -\-'ﬂ. £
Sinalizacao
porinsulina

- e

RSN S w

Alimentacio

. Reproducéo

Fig. 6 - Modelo em 'Y’ dos custos da reprodugéo. (a) modelo ortodoxo
de aquisicdo e distribuicdo dos recursos, em que a aquisicdo se posiciona na
base do 'Y’ e a energia adquirida é distribuida entre reprodug&o e o corpo como
um todo (“soma”). (b) modelo hipotético em que as extremidades do 'Y’
influenciam diretamente na distribuicdo da energia adquirida entre reproducao
e soma, apresentado pelas setas descontinuas na sinalizacdo por insulina.

Figura adaptada de HARSHMAN & ZERA (2006).
1.2.3. Reproducéao, Regula¢cdo Hormonal e Estresse Oxidativo:

Alguns autores demonstram a influéncia de certos hormoénios sobre o

estresse oxidativo, estimulando defesas ou aumentando o dano oxidativo
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(RAZMARA et al., 2007; RAZMARA et al., 2008). A avaliacdo da influéncia do
estradiol sobre o0 estresse oxidativo demonstra que esse é capaz de induzir
aumento na atividade de certas enzimas antioxidantes (VINA et al., 2005). Ja a
testosterona demonstra que este é tecido-especifico, capaz de influenciar as
enzimas antioxidantes e os danos oxidativo (ALONSO-ALVAREZ et al., 2007).
Outro grupo mostra a relagdo entre testosterona e estradiol, em que a
testosterona pode ser convertida perifericamente a estradiol pela enzima
aromatase em diversos tecidos, e.g. encéfalo, alterando o perfil redox do

organismo via elementos responsivos a estes horménios (HANDA et al., 2009).

1.3. Envelhecimento:

A Teoria dos Radicais Livres relacionada ao envelhecimento foi
postulada em 1956 por Harman e atualmente € muito aceita, também havendo
relacdo com diversas doengas, e.g. Alzheimer e Parkinson (HARMAN, 1956;
ZECCA et al., 2004; RATTAN, 2006). Envelhecimento é um assunto de grande
importancia pela relacdo com a taxa elevada de morbidade, aumento da
ocorréncia de diversas doencas, e como problema em termos de salde publica
e custos (BUEMI et al., 2005).

A queda na produgdo de energia da mitocondria esta relacionada ao
envelhecimento. Como a ACO € continuamente inativada durante o
envelhecimento, por se localizar perto do sitio de formagdo de EROs, ela esta
relacionada a essa perda de rendimento (BOTA & DAVIS, 2002; DELAVAL et

al., 2004; YARIAN et al., 2006).
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1.4. Encéfalo:

A origem da formacao do encéfalo nos vertebrados ainda é controversa,
sendo sugerida ou tunicados ou anfioxos (MURAKAMI et al., 2005). O processo
de evolucdo e aumento no tamanho encefalico resulta em um tecido
extremamente dispendioso, requerendo maior energia por peso comparado a
outros tecidos somaticos (ISLER & van SCHAIK, 2009). O maior problema
relacionado com o aumento do tamanho encefalico é a necessidade de evitar a
situacdo de jejum (ISLER & van SCHAIK, 2009). Este tecido consome altos
niveis de oxigénio e possui a glicose como principal fonte de energia
(GUEVARA et al., 2009).

O encéfalo € composto por células muito diferenciadas, com baixa taxa
de divisdo e reposicdo celular. E um 6rgdo de muita importancia a ponto de
classificar um organismo como vivo ou morto. Os neurbnios possuem elevada
sintese de membranas para formagdo de vesiculas contendo
neurotransmissores, cuja sintese ja foi descrita no peroxissomo via oxida¢do de
acidos graxos (CIRIOLO et al., 1997).

Muitas s8o as doengas desenvolvidas no encéfalo e h4 caréncia de
conhecimento sobre sua manifestacdo inicial, diagnéstico precoce para

prevencgao e tratamento, e.g. Alzheimer e Parkinson (ZECCA et al., 2004).

1.4.1. Encéfalo e Reproducéo:
O sistema nervoso central (SNC) esta envolvido diretamente nos
eventos relacionados a maturagéo sexual e atividade reprodutiva. A regulagéo

enddcrina realizada pelo SNC influencia muitos 6rgéos, e.g. as gbnadas, que
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produzem outros hormdnios em resposta ao estimulo (MILES, 2007,
MATSUMOTO et al., 2008).

Na presenca de uma fémea no cio, a alteragédo fisioldgica do macho ja
foi relatada e esta relacionada ao sistema olfativo (BODO, 2008). A presenga
de uma fémea no cio é capaz de ativar Fos-IR na &rea pré-Optica medial de um
macho, independente de estar apto ou ndo a reproducdo. Apos a puberdade,
entretanto, essa exposi¢do causa um aumento no metabolito da dopamina e
alteracdo no comportamento sexual (ROMEO et al., 1998; ROMEO et al., 2002;
SCHULZ et al., 2003; SCHULZ et al.,, 2004; HULL & DOMINGUEZ, 2007).
Outro fator observado € o aumento dos niveis de testosterona circulantes em
roedores adultos apds uma hora de exposi¢do ao feromdnio vaginal de fémeas,
resultando em comportamento sexual mais ativo nos machos (ROMEO et al.,
1998).

Diversas regides do encéfalo ja foram descritas com expressdo de
receptores andrégenos em varios roedores, incluindo ratos. Apesar dos
avangcos nos estudos relacionando comportamento e sinalizagcdo, a
complexidade nesse sistema torna dificil a avaliagdo de quais componentes
especificos das vias neurais relacionadas aos sinais olfativos de um macho

causa alterac¢des via androgenos (BODO, 2008).

1.4.2. Encéfalo, Reproducéo e Estresse Oxidativo:

E conhecido que o encéfalo possui baixa atividade da maioria das
enzimas antioxidantes, quando comparado a outros 6rgdos (HO et al., 1997;
CELIK et al., 2006; SOHAL et al., 2006; HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007;

SANTIAGO et al., 2008), ndo havendo estudos relacionando o perfil oxidativo
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dos 6rgdos de mamiferos machos com atividade reprodutiva. Considerando
essa baixa atividade para o encéfalo, este € mais susceptivel a danos oxidativo
(TIAN et al., 1998; CELIK et al., 2006; SOHAL et al., 2006). Outro agravante &
que o enceéfalo possui alta atividade metabdlica, consumindo cerca de 20% do
oxigénio inspirado em situagdo de repouso, enquanto representa cerca de
apenas 0,5-2% do peso do corpo (GUEVARA et al., 2009).

Como o encéfalo possui como fonte primaria de energia a glicose, pela
via glicolitica e Ciclo de Krebs, sugere-se alta produ¢do de EROs através da
mitocondria (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2007). Dada a quantidade de
membrana em uma célula do sistema nervoso, a constante sintese de
vesiculas e de neurotransmissores, a oxidacdo de &cidos graxos para sintese
de membranas, via peroxissomo, causam a geracao de grandes quantidades
de H,O, (CIRIOLO et al.,, 1997; BOSTANCI et al.,, 2010). Esta situacédo de
baixas defesas antioxidantes e a alta atividade metabdlica, gerando grande
quantidade de espécies reativas, explicariam a maior susceptibilidade e
presenca de danos oxidativo no encéfalo.

Um numero de doencas neurodegenerativas, e.g. ataxia de Friedreich e
doenca de Huntingthon, sé&o descritos junto a situa¢cdes anormais, e.g. aumento
de estresse oxidativo pela deficiéncia da SOD2, declinio da atividade da ACO
ao longo do envelhecimento (BOTA et al., 2002).

O encéfalo utiliza também de defesas ndo-enziméticas para evitar danos
oxidativos, e.g. GSH. A Vit E também possui papel fundamental para um SNC
saudavel (GOHIL et al.,, 2008). Em termos gerais, os tocofer6is agem como

antioxidantes de membrana, quebrando a reacdo em cadeia da peroxidagéo

Paulo Alabarse 28/83



lipidica e/ou reagindo diretamente com espécies reativas no meio lipofilico
(BOSTANCI et al., 2010; CEMEK et al., 2010; YOSHIDA et al., 2010).

Assim como na maioria dos tecidos, os niveis de Vit E sdo regulados
pela proteina transportadora de alfa-tocoferol (“alpha-Tocopherol Transport
Protein” — a-TTP) no encéfalo, que efetua tanto a troca da Vit E presente nos
quilomicrons para as LDLs no figado quanto a transferéncia dos
transportadores presentes no sangue para o tecido neural (NISHIDA et al.,
2009). Outra proteina responséavel pela captagdo e manutengdo dos niveis de
Vit E é o receptor de antioxidante classe B tipo | (“Scavenger Receptor class B
type I” — SR-BI), com expressédo diferente em diferentes regides do encéfalo
(RIGOTTI, 2007; GOHIL et al, 2008). A proteina transportadora de
fosfolipideos (“Phospholipid Transfer Protein” — PLTP) também é capaz de
efetuar a troca da Vit E entre lipoproteinas e células do encéfalo (SPECTOR &
JOHANSON, 2007). Um estudo in vitro demonstrou que a capacidade de
captacdo de Vit E em tecido neural ocorre de forma linear, acompanhando o
aumento linear da concentracdo (até 200 pM) deste composto no meio de
cultura (LI et al., 2003), indicando que o tecido neural procura manter os niveis
de Vit E elevados.

A Vit C é outra vitamina com importante papel no encéfalo, tanto pelo
papel de reciclar a Vit E a partir do radical tocoferil, quanto por agéo
antioxidante direta (LI et al., 2003). A capacidade antioxidante desta vitamina
evita danos em tecido neural e protege os neurbnios de dano oxidativo

associado a diversas doengas neurodegenerativas (LI et al., 2003).
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“Uma idéia que néo € perigosa ndo
merece ser chamada de idéia.”
Oscar Wilde.
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2. OBJETIVO

Avaliar as altera¢Bes no perfil oxidativo no encéfalo e niveis hormonais

no soro de ratos machos reprodutores comparado com animais sem atividade

reprodutiva ao longo do envelhecimento.

2.1. Objetivos Especificos:

= Acompanhar as alteragdes ao longo do envelhecimento dos animais nas

idades de 3, 6, 12 e 24 meses.

> No encéfalo:

0 Medir a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, glutationa peroxidase, catalase e glutationa-S-
tranferase;

0 Avaliar a atividade e inibicdo da atividade da enzima metabdlica
aconitase;

o Determinar os niveis de peroxidagdo lipidica e dos danos em
proteina (carbonilagdo e nitracéo);

o Avaliar o status oxidante total;

0 Quantificar as moléculas antioxidantes nao-enzimaticas
glutationa, vitamina C e E.

» No soro:
o Avaliar os niveis hormonais testosterona e estradiol.
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3. MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Artigo Cientifico:

Artigo aceito para publicagdo na revista Experimental Gerontology.
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Reproduction alters the male physiology. We performed a comprehensive study to examine oxidative stress
in the brains of male rats with (experienced) or without (naive) reproductive activity during aging. Oxidative
stress was assessed by measuring the activity of catalase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase,
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and levels, and damage were found between the groups at twenty-four months of age. These results add
comprehensive data regarding changes in oxidative stress during aging, and suggest an explanation for the
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1. Introduction

Reproduction causes changes in male vertebrates, including
morphological, behavioral, and physiological alterations (Miles
et al,, 2007). Many of these changes are related to brain functions,
but some processes remain unclear. Reproductive success incurs some
metabolic costs, and previous studies have suggested that reproduc-
tion causes oxidative stress. Most studies concerning reproductive
activity and oxidative stress have been restricted to invertebrates such
as Drosophila melanogaster (Wang et al., 2001) and Caenorhabditis
elegans (Harshman and Zera, 2006), and few studies have addressed
vertebrates (Alonso-Alvarez et al., 2004; Arenas-Rios et al., 2007,
Dowling and Simmons, 2009; Wiersma et al., 2004); thus, there is a
need for studies addressing more diverse taxa. Studies have typically
been limited either to females (lactation, number of litters, size of
litter), or have related to male behavior (Hull and Dominguez, 2007;
Speakman, 2008).

Behavioral stress in males during reproductive activity can be
caused by: (1) contact with a female in heat, which cause alterations

* Corresponding author. Departamento de Biofisica, IB, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9500 prédio 43431, Porto Alegre, RS, Brazil,
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0531-5565/% - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
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in male behavior and physiology; (2) some sexual acts, a kind of
exercise, with release of hormones which change male behavior and
physiology; (3) refusal of a pregnant female, a kind of social stress for
the male; (4) aggressiveness on the part of a female with a brood, a
very hard social stress for the male; and (5) brood removal, resulting
in better social contact between male and female, restarting the cycle.

In males, steroid hormone concentrations change as a consequence
of reproductive behavior and during aging. Testosterone is considered to
be a pro-oxidant and estradiol to be an antioxidant compound (Halliwell
and Gutteridge, 2007).

The free radical theory of aging is regarded as an important
explanation for the aging process (Harman, 1956; Rattan, 2006). This
theory defends the importance of the imbalance between reactive
oxygen and nitrogen species and antioxidant defenses in the aging
process over the lifespan of an animal, resulting in senescence and,
ultimately, death.

Mitochondria and peroxisomes are the main source of reactive
oxygen species (ROS). This endogenous ROS production can cause
oxidative damage such as protein modification, lipid peroxidation,
and enzyme inactivation (e.g. aconitase) (Gredilla and Barja 2005;
Guevara et al., 2009; Herlein et al., 2009; Razmara et al., 2007; Teixeira
et al, 1998). The brain consumes large amounts of oxygen and,
consequently, is vulnerable to age-related oxidative stress (Sastre
et al,, 2003; Serrano and Klann, 2004). Oxidative stress on the brain
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can be dangerous for the organism, as studies have suggested an
influence of free radicals in human neurodegenerative diseases (Zecca
et al.,, 2004).

Aconitase (ACO) activity has a role in controlling oxidative
processes in the cell including the functioning of the tricarboxylic
acid cycle, resulting in induction of oxidation of the electron transport
chain components—0, to O3 reducers (Medvedeva et al., 2002).
Mitochondrial ACO is a major target of oxidative damage during aging
because it is proximal to the site of free radical formation (Delaval
et al., 2004; Tong and Rouault, 2007; Yarian et al., 2006). ACO can be
inactivated by some ROS, mainly by superoxide anion, and increased
levels of superoxide anion result in a linear increase in the amount of
inactive ACO (Gardner et al., 1994; Schapira, 1998; Tértora et al.,
2007). This inactivation occurs by the loss of one iron from the iron-
sulfur cluster (Beinert et al., 1996; Han et al., 2005; Tong and Rouault,
2007). Aging associated with ACO inactivation has been associated
with decreased life span in Drosophila (Yan et al., 1997).

Aging caused by free radicals can be retarded by antioxidant
defenses involving both enzymatic and non-enzymatic mechanisms
(Hackenhaar et al., 2009). A number of antioxidant enzymes that act
directly on ROS are well known: catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPx), superoxide dismutase (SOD), and glutathione S-transferase
(GST). The main non-enzymatic defense is reduced glutathione (GSH),
and there are other mechanisms, such as Vitamin C (Vit C) and other
vitamins (Adibhatla and Hatcher, 2010).

The aim of this work was to examine oxidative stress during aging
in the brains of male rats which were reproductively actively
(experienced) or reproductively inactively (naive). We examined
the levels of some hormones that alters metabolism during repro-
duction and aging, and which can affect oxidative stress parameters
such as antioxidant enzymes and compounds, resulting in oxidative
damage to molecules (see Supplementary Fig. 1 for a summary of the
cellular antioxidants, oxidants, and related compounds and interac-
tions previously studied).

2. Materials and methods
2.1. Animals

All animal studies were approved by the Animal Ethics Committee of
the Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. This study
employed 80 Wistar male rats (Rattus norvegicus) aged three, six,
twelve, and twenty-four months. At one month of age rats were divided
into two groups: experienced and naive (n = 10 for each age and group).
Experienced rats were maintained in a box with a single female of the
same age (1 male and 1 female per box). Naive rats were grouped with
other male rats without any contact with females (5 per box).

Reproduction was considered to have occurred when the females
gave birth to litters. Pups were separated from the couple at 21 days of
age, i.e., before the initiation of the pubertal stage, which corresponds
to an age of 30-70 days for males and 33-42 days for females (Krinke,
2000). Litter size ranged from 3 to 11 pups, and each couple had 8 to
12 litters.

The animal house was kept on a 12 h light/dark cycle at a tem-
perature of 24+ 1 °C, and animals were provided with standard lab
chow and drinking water ad libitum.

2.2. Brain dissection and processing

Animals were sacrificed according to the experimental protocol
when they reached three, six, twelve, or twenty-four months of age.
All animals were anesthetized using a mixture of ketamine and xylazine
(ip., 75 mg/kg and 10 mg/kg, respectively), and the body weight and
length (without tail) were measured. After perfusion using a saline
infusion, the brain was removed from the skull, weighed, and
immediately frozen in liquid nitrogen for further analysis.

Organ processing was made as previously performed by Hack-
enhaar et al. (2009). Briefly, brains were processed with manual
maceration. The samples were sonicated in 30 mM phosphate buffer
(120 mM KCl, 100 mM PMSF, pH 7.4) and centrifuged for 10 min at
3500 g. The supernatant was transferred to a fresh tube and a second
centrifugation was performed for 10 min at 15,800 g. The supernatant
from the second centrifugation was used for all assays.

2.3. Obtaining blood

Before perfusion, blood was quickly collected by puncturing the left
ventricle of the heart. Fresh blood was centrifuged for 4 min at 320 g,
and the serum was separated for subsequent radioimmunoassay.

2.4. Hormonal level measurements

The levels of testosterone and 17B-estradiol in serum were
estimated by radioimmunoassay using Testosterone RIA DSL-4100®
and Estradiol RIA DSL-4100% kits (Diagnostic Systems Laboratories, Inc.,
Oxford, UK). All assays were independently performed in triplicate.

2.5. Enzyme activities in brain tissue

The assay to measure total superoxide dismutase (SOD) activity
was based on a spectrophotometric method that monitors the
inhibition of epinephrine autoxidation using absorbance at 480 nm
(Misra and Fridovich, 1972). SOD activity was expressed as U/mg of
protein, and 1 U was defined as the capacity of the enzyme to inhibit
50% of the epinephrine autoxidation.

GPx activity was evaluated using absorbance at 340 nm to measure
the oxidation of NADPH in the presence of reduced glutathione,
glutathione reductase, and tert-butyl hydroperoxide (Pinto and
Bartley, 1969). GPx activity was expressed as U/mg of protein, and
1 U was defined as the capacity of the enzyme to decompose 1 pmol of
NADPH/min.

CAT activity was evaluated by measuring the rate of hydrogen
peroxide consumption via absorbance at 240 nm (Aebi, 1984). CAT
activity was expressed as U/mg of protein, and 1 U was defined as the
capacity of the enzyme to consume 1 umol of hydrogen peroxide/min.

GST activity was measured by the GST-catalyzed reaction of 1-
chloro-2,4-dinitrobenzene with reduced glutathione using absorbance
at 340 nm (Tsuchida, 2000). GST activity was expressed as U/mg of
protein, and 1 U was defined as the capacity of the enzyme to produce
1 umol of GS-DNB per minute.

ACO activity was measured at 25 °C using absorbance at 340 nm over
time as citrate was converted to alfa-ketoglutarate using NADP* by
2 units/ml of isocitrate dehydrogenase (Razmara et al., 2007). ACO
was fully reactivated (ACOre) by incubation of the samples for 5 min
with dithiothreitol, ferrous ammonium sulfate, and reduced glutathione
(Razmara et al., 2007; Teixeira et al., 1998). ACO and ACOre activity
were expressed as U/g of protein, and 1 U was defined as the amount
catalyzing the formation of 1 nmol of isocitrate per minute (Razmara
et al, 2007).

All results were normalized against total protein concentration
using BSA as a standard (Bradford, 1976). All assays were indepen-
dently performed in triplicate.

2.6. Oxidative damage assays in brain tissue

As an index of lipid peroxidation, malondialdehyde (MDA)
levels were measured by HPLC employing a reverse-phase column
(SUPELCOSIL™ LC-18-DB HPLC Column; 15 cm x 4.6 mm, 5 pm), using
a flow of 1 ml/min of mobile phase (30 mM monobasic potassium
phosphate (pH 3.6) and methanol in a ratio of 82.5:17.5 (v/v)); 20 pL
of sample was injected (Karatepe, 2004). The absorbance of the
column effluent was monitored at 250 nm. Under these conditions,
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Table 1

Body and brain weight, and length (without tail) of animals aged three, six, twelve, and
twenty-four months, grouped as naive or experienced. Results are expressed as the
mean + SEM.

a

Age

3 6 12 24

Body Naive 296.8+39 3105+7.1 433.0+24.6 436.7+36.8
weight” Experienced 339.5+122 397.3+17.8 4684+10.7 421.8+125

Brain Naive 1.8+0.1 1.84+0.1 1.9+0.1 20+0.1
weight® Experienced  1.740.1 1.8+0.1 1.9+0.1 2.0+0.1
Length®  Naive 202402  220+04  225+03 223403
Experienced 21.8+05 223404 238+04 240403

2 Age expressed in months.
b Body and brain weight expressed in grams.
¢ Length (without tail) expressed in centimeters.

the retention time of MDA was 5.6 min. The MDA level was expressed
as nmol of MDA/mg of protein, and an MDA standard solution was
prepared by acid hydrolysis of 1,1,3,3-tetraethoxypropane.

As an index of protein damage, carbonyl levels were measured
using absorbance at 370 nm (Levine et al., 1990). As a positive control,
30 mM hydrogen peroxide was added to each sample and incubated
for 30 min under UVC (\ 250 nm), and carbonyl levels were measured.
Carbonyl levels were expressed as nmol of carbonyl/g of protein.

Indirect nitric oxide (nitrite and nitrate—NO,&NO3) was measured
via a spectrophotometric method which uses absorbance at 543 nm to
determine total nitrate and nitrite levels (Grisham et al., 1996). The
NO,&NOs3 level was standardized by sodium nitrite and expressed as
nmol of NaNO,/mg of protein.

All results were normalized against total protein concentration
using BSA as a standard (Bradford, 1976). All assays were indepen-
dently performed in triplicate.

2.7. Antioxidant molecules assays in brain tissue
The assay to measure Vit C levels was performed by HPLC

simultaneously with the MDA assay (Karatepe, 2004). Under these

Table 2

conditions, the retention time of Vit C was 3.0 min. Vit C level was
expressed as umol of vitamin C/g of protein.

The assay to measure glutathione molecule (total, reduced and
oxidized—GSHt, GSH, and GSSG, respectively) was performed by
measuring the formation of p-nitrophenol from 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid), in the presence of the enzyme glutathione
reductase and NADPH, using absorbance at 412 nm (Kondo and
Awada, 2000). To discriminate reduced glutathione from the oxidized
form, N-ethylmaleimide (0.25 mM) was added to the samples (Kondo
and Awada, 2000). Glutathione level was expressed as mmol of
glutathione/mg of protein.

All results were normalized against the total protein concentration
using BSA as a standard (Bradford, 1976). All assays were indepen-
dently performed in triplicate.

2.8. Statistical analysis

Because data in the experimental groups have reached P>0.2 in the
Kolmogorov-Smirnov test and have passed the Levene Equal Variance
test, normality and homoscedasticity were ensured and parametric
tests were employed. ANOVA test with Tukey post hoc test was used
to determine differences among groups, and P<0.05 was set as the
critical limit. Spearman Correlation was performed and Stepwise
Linear Regression was employed to predict the oxidative parameters
studied. The reported values are expressed as the mean 4+ SEM.

3. Results

As can be seen in Table 1, body and brain weights, and length
(without tail) of animals aged three, six, twelve, and twenty-four
months were normal among groups.

It is known that the activity of antioxidant enzymes is modulated
during aging. In this study we compared these changes among male
rats with or without reproductive activity. As can be seen in Table 2,
CAT presented higher activity in all experienced rats during aging,
GPx was higher in experienced rats at six and twelve months of age,
SOD, ACO, and ACOre were higher in experienced rats at three, six
and twelve months of age, GST was higher in experienced rats at six
months of age, and lower at twelve and twenty-four months of age.

Enzymatic activity of catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), aconitase (ACO), and aconitase reactivated
(ACOre) in brain tissue of rats aged three, six, twelve, and twenty-four months, grouped as naive or experienced. Results are expressed as the mean 4 SEM.

Age?
3 6 12 24
CAT® Naive 40.0+2.40 256+1.5 17.6+0.8 39.1+18
Experienced 3199.6 + 288.8¢ 12952 +111.2¢ 780.1+128.3 672.7 £ 80.0
c c c c
GPxP Naive 29.6+4.0 20.7+£1.9 228+19 172.7 4141
Experienced 2428.5 +300.4¢ 12721.4+1602.1¢ 4929.7+131.7¢ 2029.94122.1
soDp® Naive 0.7 +0.08 0.4+0.02 0.6 +0.03 0.3+£0.02
Experienced 66.2 +4.65¢ 129.9 +19.34¢ 56.9+4.76 39.0+£5.92
GSTP Naive 0.1124+0.005 0.016 +0.002¢ 0.433 40.022¢ 0.736 +0.030
Experienced 0.035+0.003¢ 0.497 £ 0.106¢ 0.065 £ 0.006 0.191+£0.014
C C C
ACO® Naive 10.84+0.82 26.8+2.10 17.0+2.41 9.1+£0.77
Experienced 41.7+£5.05 52.446.46 47.14+2.74¢ 5.440.82
c c c
ACOre® Naive 25.4+3.06 81.5+6.75 56.6 +£5.59 22.6+1.57
Experienced 73.4+£8.40 12454+10.16 92.7 +11.89¢ 11.240.55
c c c
2 Age expressed in months.
b Activity expressed in U/mg of protein.
¢ Denotes significant difference among naive vs experienced at the same age with P<0.05.
4" Denotes significant difference among naive vs naive, or experienced vs experienced at different ages with P<0.05.
e

Activity expressed in U/g of protein.
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Table 3

Lipid peroxidation (MDA), protein carbonylation (carbonyl), and indirect nitric oxide damage (NO, and NOs) in brain tissue of rats aged three, six, twelve, and twenty-four months,

grouped as naive or experienced. Results are expressed as the mean 4- SEM.

Age?
3 6 12 24
MDA Naive 14.014+0.45 2.86+0.42 1.9540.09 3.01+0.30
Experienced 10.63 £0.53¢ 139.13 +£11.51¢ 49.60 4 3.84° 0.84+0.13
d d
Carbonyl® Naive 23.0+2 62+8 3343 2042
Experienced 27.0+4° 147 +£1.8¢ 16+2 25+2
d
NO, & NO5f Naive 5.7240.26° 0.91+0.06 1.56+0.15 3.25+0.17
Experienced 4.56+0.43 5.27+0.74 4.8840.74¢ 1.10+0.09
d d

a
b

Age expressed in months.

Lipid peroxidation level expressed as nmol of MDA/mg of protein.
c

d
e
f

Protein carbonylation levels were expressed as nmol of carbonyl/g of protein.
NO, and NOs levels were expressed as nmol of NaNO,/mg of protein.

During aging, in experienced rats, CAT activity decreased from three
to twelve months of age; GPx activity increased from three to six, and
decreased from six to twenty-four months of age; SOD activity
increased from three to six, and decreased from six to twelve months
of age; GST activity increased from three to six months of age, and
decreased from six to twelve months of age; ACO and ACOre
decreased from twelve to twenty-four months of age (Table 2). In
naive rats, no difference was found during aging for CAT, GPx, SOD,
ACO, and ACOre, but GST activity increased from six to twenty-four
months of age (Table 2). All ACOre values were higher than ACO from
the same group and age.

With respect to the changes that were detected in the activity of
antioxidant enzymes, we wished to know if the animals were
challenged by oxidative stress, and if the biomolecules had suffered
oxidative damage. Compared with naive rats of the same age, MDA
was higher in experienced rats at six and twelve months of age,
carbonyl was higher in experienced rats at six months of age, and
indirect damage by nitric oxide (NO,&NOs3) was higher in experienced
rats at six and twelve months of age (Table 3). During aging, in
experienced rats, MDA levels increased from three to six months of
age, and decreased steadily from six to twenty-four months of age,
carbonyl levels increased from three to six months of age, and
decreased from six to twelve months of age, and NO,&NOs levels of
experienced rats decreased from twelve to twenty-four months of age

Table 4

Denotes significant difference among naive vs naive, or experienced vs experienced at different ages with P <0.05.
Denotes significant difference among naive vs experienced at the same age with P<0.05.

(Table 3). In naive rats, no difference was found during aging for MDA
or carbonyl levels, but NO,&NOs levels decreased from three to six
months of age (Table 3).

The amount of oxidative damage that was found led us to investigate
the possibility that non-enzymatic antioxidants were produced or
mobilized into brain tissue and were acting against oxidant species.
Compared with naive rats at the same age, Vit C content was higher in
experienced rats at six months of age, GSHt levels were higher in
experienced rats at three, twelve, and twenty-four months of age, GSH
levels were higher in experienced rats at twelve months of age, and
GSSG levels were higher in experienced rats at six and twelve months,
and lower at twenty-four months of age (Table 4). During aging, in
experienced rats, Vit C content increased from three to six, and
decreased from six to twelve months of age, GSHt levels increased
from six to twelve, and decreased from twelve to twenty-four months of
age, GSH levels increased from six to twelve, and decreased from twelve
to twenty-four months of age, and GSSG levels increased from three to
twelve, and decreased from twelve to twenty-four months of age
(Table 4). In naive rats, during aging, Vit C content increased from three
to six, and decreased from six to twelve months of age, no difference was
found for GSHt or for GSH levels, but GSSG levels increased from twelve
to twenty-four months of age (Table 4).

Because steroid hormones influence brain function and influence
oxidative stress, hormonal levels were measured. Compared with naive

Vitamin C (Vit C), and glutathione (glutathione total, reduced and oxidized; GSHt, GSH, and GSSG, respectively) levels in the brain tissue of rats aged three, six, twelve, and twenty-

four months, grouped as naive or experienced. Results are expressed as the mean + SEM.

Age?
3 6 12 24
Vit C° Naive 3.240.23° 56.7 + 6.54¢ 19.9+091 36.44-3.66
Experienced 0.3+0.01¢ 96.6 +9.65° 19.2+£0.71 13.5+£0.67
d
GSHt® Naive 254105 31+026 50060 66081
Experienced 6.8+084 42+£041° 15.1£1.03° 1.06£0.11
d d d
GSH® Naive 2.14+1.67 324032 4.3+0.62 42+0.83
Experienced 6.6 +£0.99 2.541.83¢ 12.241.66¢ 0.9+0.12
d
GSSG*® Naive 0.0940.014 0.0440.008 0.2940.070° 1.26+0.310
Experienced 0.12+0.015°¢ 0.94+0.115° 1.4840.222¢ 0.11+0.015
d d d

a
b

Age expressed in months.

Vitamin C level was expressed as umol of vitamin C/g of protein.
c

d

¢ Glutathione level was expressed as mmol of glutathione/mg of protein.

Denotes significant difference among naive vs naive, or experienced vs experienced at different ages with P<0.05.
Denotes significant difference among naive vs experienced at the same age with P<0.05.
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Table 5
Hormone (testosterone and estradiol) levels in serum of rats aged three, six, twelve, and twenty-four months, grouped as naive or experienced. Results are expressed as the mean 4 SEM.
Age?
3 6 12 24
Testosterone” Naive 40.7 +6.14 103.9+48.79 3244836 28.54+4.52
Experienced 371.84+30.49 303.0 +32.89¢ 53.64+11.06 38.54+10.75
c c
Estradiol® Naive 32.8+491 33.54+4.35 18.442.27 42.5+7.86
Experienced 35.842.68 66.6 +19.06¢ 2254391 42.7+3.12

Age expressed in months.
Testosterone level was expressed in ng/mL.

Estradiol level was expressed in pg/mL.

rats at the same age, testosterone levels were higher in experienced rats
at three and six months of age (Table 5). During aging, in experienced
rats, testosterone and estradiol levels decreased from six to twelve
months of age (Table 5). In naive rats, no difference was found during
aging.

See Supplementary Table 1 for Spearman Correlation and Supple-
mentary Table 2 for Stepwise Linear Regression results.

4. Discussion

Previous study concerning reproductive activity and oxidative
stress in vertebrates focused on the pectoral muscles of male and
female birds (Taenopygia guttata) and their correlation with brood
size (Wiersma et al., 2004). The authors found that SOD activity
decreased with increased brood size; however, GPx activity did not
change (Wiersma et al., 2004). Concerning total antioxidant defenses
in the blood of male birds, it was shown that an increase in brood size
reduced total antioxidant defenses (Alonso-Alvarez et al., 2004). This
reduction may result in a concomitant increase in oxidative damage.
However, it is hard to extrapolate from birds to mammals, because
oxidative stress, metabolic rate, and longevity among species with
equivalent body mass are not directly comparable between birds and
mammals (Costantini, 2008).

In mammals, an interesting study with testis of wild mexican big-
eared bat (Corynorhinus mexicanus) during its annual reproducing
cycle found a great increase in SOD, CAT, and GPx activity during testis
recrudescence-involution cycle (~50, ~5, ~200 fold of difference,
respectively), and the relationship with the antioxidant enzyme

Denotes significant difference among naive vs experienced at the same age with P<0.05.
Denotes significant difference among naive vs naive, or experienced vs experienced at different ages with P<0.05.

activity, testis recrudescence-involution and testosterone was sug-
gested (Arenas-Rios et al., 2007), but no mention on environment
changes and/or hormesis effect on oxidative stress were approached.

The results presented here comprise the first work that has
analyzed oxidative stress in male mammals in relation to reproduc-
tion and aging. In the current study, we showed that male rat
reproductive activity alters all of the oxidative parameters studied in
the brain, indicating a striking increase in oxidative damage levels and
antioxidant enzymatic defenses in some age groups. The degree to
which these changes lead to changes in lifespan or quality of life of
these animals needs to be better clarified.

The great difference found among groups suggests some possible
divergences, such as number of animals per box. We performed one
experiment grouping 2 naive males per box when they reached
1 month of age (n=10), then we accompanied their aging until six
months of age, and we performed the sacrifice protocol and
subsequent assays (n=238). One box was discarded from the sample
because aggressiveness was seen among the partner. Results reached
same values of naive animals grouped in 5 per box (data not shown),
and no aggressiveness was seen among naive rats grouped in 5.

The importance of CAT in the central nervous system during aging
has been suggested in the past decade (Ciriolo et al., 1997). CAT is
thought to protect the brain from hydrogen peroxide during oxidative
deamination of the neurotransmitter dopamine and to protect against
lipid peroxidation of poly-unsaturated fatty acids (Antunes et al.,
2002; Ciriolo et al., 1997). Aging negatively influences the activity
of CAT (beta standardized value of—0.78; Spearman Correlation R? =
—32%; see Fig. 1 for the web of interactions, and Supplementary

Aging
1
] 053
Testosterone
1032 5 0.48 %0.61 - o 0.78 0.24
ACO ACOre  SOD —P> GPx CAT GST
Aoss 0.35 ?0.96
? 1052
MDA Carbonyl NO:&NO;
0.50
085V .0.48 0.39 0.77 0.92
GSH GSHt GSSG VitC

A 0.53 A 0.65

Fig. 1. Scheme of regressions found among studied parameters. Values expresses beta standardized coefficient. See Supplementary Table 2 for further information of the regressions.
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Table 2 for further regression information), the result of which would
increase the susceptibility of the brain to oxidative stress. Another
study found that an active GPx system is essential for maintaining
CAT activity (Sokolova et al,, 2001). It was demonstrated that CAT
cannot compensate for a complete loss of GPx-mediated clearance
of hydrogen peroxide, although GPx can fully compensate for a loss of
CAT function in astroglia-rich primary cultures (Sokolova et al., 2001).
In reproductively experienced rats we found a marked increase in
both GPx and CAT activity (Table 2) compared to naive animals, and
the decrease in GPx activity from six to twenty-four months of age is
consistent with the previously noted loss of CAT activity (Spearman
Correlation R? = 77%).

It is known that endogenous gonadal hormones in the mitochondria
in the brain of neutered male and female rats influence oxidative
defenses (Razmara et al., 2007). Treatment with testosterone caused a
small increase in the SOD level (Razmara et al., 2007). We found an
increase in SOD activity in the experienced group (Table 2), probably
induced by the increase in testosterone levels (beta standardized value
of 0.61; Spearman Correlation R2=71%; see Fig. 1 for the web of
interactions and Supplementary Table 2 for further regression informa-
tion). The similar activity at twenty-four months of age probably is a
result of equal testosterone levels, which are known to influence SOD
activity (Razmara et al.,, 2007).

The presence and odor of a receptive female activate Fos-IR in the
medial preoptic area of a male, but only after puberty it increase the
dopamine metabolite DOPAC (a measure of dopamine activity),
altering sexual behavior (Hull and Dominguez, 2007; Romeo et al.,
1998; Romeo et al., 2002; Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2004).
Identify and exhibit a preference for an appropriate mating partner
are necessary for successful reproduction, and rodent species rely
heavily on olfactory cues derived from conspecifics for this particular
function (Bodo, 2008; Johnston, 1998). The main olfactory system
used for sex selection is the accessory or vomeronasal system (Bodo
2008; Powers and Winans, 1975) and many areas receive either direct
or indirect projections from the accessory olfactory bulb, including the
bed nucleus of the accessory olfactory tract, the medial division and
encapsulated region of the bed nucleus of the stria terminalis,
posteromedial cortical and medial nuclei of the amygdale and medial
preoptic area (Bodo 2008).

All above cited regions have been described to express androgen
receptors in several rodent species, including rats. As Bodo 2008
conclude, it is difficult with the data available so far to speculate on
which specific component of the neural pathway that process the
olfactory signal is targeted for differentiation by androgens in the
male, however, it is clear that a receptive female can strongly
influence an adult male's physiology and behavior. So, in our study,
the female constantly returns to estrous, being receptive and
producing pheromones that constantly influence the male, sustaining
the male testosterone levels.

It is possible that testosterone increases oxidative stress, poten-
tially by increasing metabolism, and thereby reducing male lifespan
(Buchanan et al., 2001; Halliwell and Gutteridge, 2007; Wikelski et al.,
1999). In support of this hypothesis, castrated male rats live longer
than intact male rats (Halliwell and Gutteridge, 2007). Testosterone
has also been shown to upregulate CAT activity and to reduce the level
of lipid peroxidation in the rat brain (Alonso-Alvarez et al., 2007).
However, some level of testosterone is required for normal antiox-
idant defenses, and differences in this concentration may alter
oxidative stress (Alonso-Alvarez et al., 2007; Ikeda et al., 2009). It is
well known that testosterone action depends on the presence of the
androgen receptor, and this has been suggested as an explanation of
the complexity of testosterone's influence among tissues, i.e., causing
both neuroprotective and damaging results (Gatson and Singh, 2007).
ACO activity was higher in the experienced group at three, six, and
twelve months of age (Table 2), which is consistent with increased
metabolism as suggested; increased ACOre was also found in the

experienced group at three, six, and twelve months of age, suggesting
more protein synthesis and/or inactivation by oxidative stress, mainly
by superoxide anion, would corroborate the suggested increased
oxidative stress (see Fig. 1 for the web of interactions and Supplemen-
tary Tables 1 and 2 for correlations and further regression information).
Higher ACOre with higher ACO activity suggest higher metabolic
demand in mitochondria and higher oxidative stress in the experienced
group.

Increased GPx activity was observed in the prostate tissue of
castrated male rats following testosterone treatment (Murakoshi et al.,
1999). The various studies discussed above show that changes in
testosterone levels can have different effects in different tissues, and
this is consistent with the fact that androgens exert different biological
effects on various organs (Alonso-Alvarez et al., 2007; Ikeda et al.,
2009). It is well known that testosterone levels decrease with age
(Table 5; beta standardized value of —0.53; Spearman Correlation
R? = — 54%; see Fig. 1 for the web of interactions and Supplementary
Table 2 for further regression information), so the effects of this
hormone decrease with age.

One group has reported that the amount of superoxide anion
generated in the mitochondria continuously increases with age in all
brain regions of the male rat (Tsay et al., 2000). As SOD activity was
found to be higher in reproductively active males at all ages, high
levels of hydrogen peroxide are likely produced, resulting in increased
molecular damage such as lipid peroxidation and protein carbonyl-
ation, and probably induction of mitochondrial GPx activity (beta
standardized value of 0.61; Spearman Correlation R? = 78%; see Fig. 1
for the web of interactions and Supplementary Table 2 for further
regression information).

In experienced rats, the highest levels of the oxidative markers
MDA, carbonyl, and NO,&NOs, were found at six months of age, as was
the highest concentration of Vit C, and the highest activities of GPx,
SOD, GST, ACO, and ACOre, and the second highest activity of CAT
(Tables 2-4; see Fig. 1 for the web of interactions, and Supplementary
Tables 1 and 2 for correlations and further regression information).
The decrease in the levels of the oxidative markers MDA, carbonyl,
and NO,&NOs3, and the decrease in CAT, GPx, SOD, and GST activities
seen in experienced rats at subsequent ages may reflect a decrease in
reproductive activity, and/or may represent a hormesis effect of
oxidative stress (Adibhatla and Hatcher, 2010).

The levels of GPx, SOD, ACO, and ACOre activity, oxidative damage
markers, MDA, carbonyl, and NO,&NOs3, the amount of Vit C and GSH,
and the levels of testosterone, reached the same values in twenty-four
month old experienced and naive animals, and the levels of GSSG
were lower in experienced than naive animals, indicating that the
elders were similar among groups (Tables 2-5). In the context of
toxicology the increased levels of GST could extend life span (Zimniak,
2008), but in the context of oxidative stress, it is not clear that an
increase in antioxidant enzymes and non-enzymatic antioxidants lead
to an extended life span.

Aging is the natural deterioration process of any organism and it
leads to a decrease in reproductive activity and to an increased chance
of death (Dowling and Simmons, 2009). The theory of costs of
reproduction are not limited to external energy input, internal energy
reserves are limited too, and this giving rise to tradeoffs; in particular,
current reproduction reduces future reproduction and survival. More
recently, alternate view has emerged, in which ‘pleiotropic’ effects of
regulators cause the reproductive costs. In the experienced group in
the reproductive time frame (three, six and twelve months of age), we
found an increase in the activity of antioxidant enzymes and in the
levels of non-enzymatic antioxidants, yet oxidative damage markers
were higher than in the naive group—a finding that is consistent
with previous studies identifying the ‘costs of reproduction’ (Alonso-
Alvarez et al., 2004, 2007; Barnes and Partridge, 2003; Esiri, 2007;
Harshman and Zera, 2006; Kapahi et al., 1999; Wang et al., 2001;
Wiersma et al., 2004).
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Neurons are particularly vulnerable to oxidative stress, particularly
when low levels of GSH are reached (Adibhatla and Hatcher, 2010).
We found that reproductive activity increased antioxidant mecha-
nisms, which would be expected to protect the brain and to reduce
vulnerability to oxidative stress.

Supplementary materials related to this article can be found online
at doi:10.1016/j.ijindorg.2010.10.002.
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4. MATERIAL E METODOS SUPLEMENTARES
4.1. Detalhamento da Criag&o dos Animais:

Com aprovacdo do Comité de Etica da UFRGS (n° 2007831), 80 ratos
Wistar machos (Rattus norvegicus) foram separados em dois grupos e
envelheceram conforme o0 esquema apresentado na Figura 7. Foram
controladas caracteristicas de peso e pélo, procurando indicativos de salde
nesses animais. Caso algum animal apresentasse sintomas de doencga, e.g.
perda de peso e/ou perda de pélos, este animal seria descartado da amostra.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Biofisica da

UFRGS.
Separagio
s dos
et filhotes com
& Reprodutores 1 macho 21 dias
e T Imls a—— L s > 2meses *—— 5 meses >— 11 meses >—— 23 meses
x 80 l ] I I
Nio . .
reproduatores Separac.z_m Separagao Separagio Separagio
3 meses » Sacrificio dos casais dos casais dos casais dos casais
% 10 ] ] ] ]
Sacrificio 3 meses 6 meses 12 mesas 24 meses
6 meses » %10 R ' W v
Sacrificio Sacrificio Sacrificio Sacrificio
x 10 x 10 x 10 x 10

12 meses > E:Uiﬁm'"

0
24 meses > :aIErilTl:in

Fig. 7 — Esquema de separagao e criacdo dos animais separados em
reprodutores e ndo reprodutores. A indicacdo de tempo em dias ou meses

referencia a idade dos animais.

Paulo Alabarse 42/83



4.2. Ensaios Complementares:
4.2.1. Ensaio da Capacidade Oxidante Total no Encéfalo:

Para medir a capacidade oxidante total (“Total Oxidant Status” — TOS)
se seguiu 0 método espectrofotométrico de EREL (2005), avaliando a oxidag&o
do ion ferroso da o-dianisidina em ion férrico pelas moléculas oxidantes da
amostra e a posterior formagéo do complexo entre alaranjado de xilenol e a o-
dianisidina com o ion férrico em meio acido (Assonm). A capacidade oxidante

total & expressa por mmol de H,O,/mg de proteina.

4.2.2. Ensaios de Vit E no Encéfalo:

Para medir a quantidade de Vit E se seguiu 0 método de BARBAS et al.
(1997), medindo a quantidade de Vit E por HPLC, utilizando uma coluna de
15cmx4,6mm, 5um (Coluna 120 C-18 Nucleosil), com fluxo continuo de
2mL/min de 96,5:3,5 (v/v) metanol-dgua. A deteccdo se realizou através de
fluorescéncia (295 e 350nm, excitagdo e emisséo, respectivamente). O tempo
de retencdo da Vit E sendo de 6min. A quantidade de Vit E é expressa por
nmol de Vit E/mg de proteina, onde a quantidade de Vit E é calculada a partir

do padréo, sendo este preparado a partir de alfa-Tocoferol.

4.2.3. Padronizagéo:
Todos os ensaios foram realizados em triplicadas e todos os resultados
foram normalizados pela quantidade total de proteina (mg de proteina/mL) pelo

método de BRADFORD (1976).
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4.3. Anélise Estatistica:

Utilizou-se o teste de ANOVA, seguido do post hoc de Tukey, para
avaliar as diferencas entre os grupos e se assumiu um valor P<0,05 como
limite critico. Correlacdo de Spearman e Regressao Linear (método stepwise)
foram empregadas para evidenciar correlagbes e predicbes entre os

parametros estudados. Os dados estdo expressos como média+EP.
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5. RESULTADOS COMPLEMENTARES
5.1. TOS no Encéfalo:

Os dados de TOS foram menores nos animais reprodutores de 3 meses
e maiores nos animais de 24 meses comparado aos animais néo-reprodutores.
Ao longo do envelhecimento a TOS diminuiu de 3 para 6 meses nos animais
nao-reprodutores. Nos animais reprodutores, a TOS aumentou de 6 para 12

meses.

Tabela 2. Dados de TOS (mmol de H,O,/mg de proteina) no encéfalo de ratos
nas idades de trés, seis, doze e vinte e quatro meses, separados como

reprodutores e ndo-reprodutores. Resultados representam média+EP.

Idade (meses)

3 6 12 24

N&o-reprodutores 28,9+0,65% 11,5+1,38 21,4+1,56 11,5+1,15

b b

Reprodutores 16,1+0,96 8,8+0,18% 30,2+2,49 35,3+5,92

®Diferenca estatistica (P<0,05) em um mesmo grupo ao longo do
envelhecimento.

PDiferenca estatistica (P<0,05) entre 0s grupos.

5.2. Vit E no Encéfalo:

Os dados de Vit E foram mais elevados nos animais reprodutores de 6 e
12 meses que os nédo-reprodutores. Ao longo do envelhecimento, os animais
ndo-reprodutores ndo apresentaram diferenca estatistica entre as idades. Nos

animais reprodutores os niveis de Vit E diminuiram de 12 para 24 meses.
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Tabela 2. Dados de quantidade de Vit E (nmol de Vit E/mg de proteina) no
encéfalo de ratos nas idades de trés, seis, doze e vinte e quatro meses,
separados como reprodutores e ndo-reprodutores. Resultados representam

médiatEP.

Idade (meses)

3 6 12 24

N&o-reprodutores  1,1+0,24 0,3+0,23 0,8+0,10 0,7+£0,11

a a

Reprodutores 1,9+0,18 1,1+0,16 1,7+0,20° 0,4+0,01

®Diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos.
PDiferenca estatistica (P<0,05) em um mesmo grupo ao longo do

envelhecimento.

5.3. Correlagdes:
Diversas foram as correlagbes encontradas entre os parametros
estudados (Tabela 3). Dada a quantidade de correlagbes, estes ndo seréo

diretamente comentados.
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Tabela 3. Correlag6es entre os parametros analisados em encéfalo e soro de ratos machos de 3, 6, 12 e 24 meses, reprodutores e
ndo reprodutores. Resultados representam percentual do valor ajustado de R?. Valores considerados significantes para um valor P

< 0,05.

Idade | CAT | GPx | SOD | GST | ACO | ACOre | Carbonil | NO,&NO3; | MDA | TOS | Vit C | VitE | GSHt | GSSG | GSH | Testosterona | Estradiol
Idade - | -32 52 | -33 -52 -35 40 -38 39 -54
CAT - | 77 | 75 | -64 73
GPx - | 78 | 52 | 63 65 84 57 81
SOD -59 71
GST -- | -33 62 45
ACO 84 62 55 59 66 46
ACOre 55 | -40 | 38 38 47 59 47
Carbonil -59 50 -56 -57

NO,&NO; 74 76 38 38 50
MDA 60 53 57 44
TOS -46
Vit C
Vit E 63 41 62
GSHt 54 96
GSSG
GSH

Testosterona
Estradiol

Paulo Alabarse 47/84



6. DISCUSSAO COMPLEMENTAR
6.1. Horménios Sexuais Esteroides:

O perfil redox se relaciona com a concentracdo de diversos hormonios.
Uma ténue alteragdo na concentragdo de certos hormonios leva a alteragdes
na atividade e na concentragéo de algumas enzimas antioxidantes (VINA et al.,
2005; RAZMARA et al.,, 2007). O estradiol pode agir como antioxidante de
forma direta em diferentes sistemas (VINA et al., 2005; RAZMARA et al., 2007).
Encontrou-se nenhuma relagdo entre o estradiol e o0 estresse oxidativo ou a
reproducdo. Sugere-se que este hormonio tenha menor relevancia em machos

quando comparado a fémeas e a outros hormonios.

6.1.1. Envelhecimento:

A queda da concentragdo da testosterona no organismo ao longo do
envelhecimento ja foi previamente relatada (coeficiente padronizado B de -0,53;
Correlagéo de Spearman R?= -54%; Fig. 8; Tabela 3 e Tabela Complementar 1
nos anexos; ROSELI et al., 1993). O mecanismo proposto para esta queda é
relacionada a perda da capacidade das células de Leydig em captar o estimulo
do horménio luteinizante e produzir testosterona, e esta perda estaria
relacionada ao dano oxidativo (ZIRKIN & CHEN, 2000).

NIESCHLAG et al. (1993) estudou a relacdo entre os niveis de
testosterona e longevidade em humanos. Dados bibliograficos de nascimento e
morte de cantores nascidos entre 1581 e 1858 foram utilizados, e um total de
50 cantores castrados foi analisado. Cantores que nao foram castrados e
nascidos em época proxima foram pareados aos castrados e comparada a

longevidade. O estudo apresenta ndo haver diferenca estatistica entre os
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grupos e a longevidade, apesar do uso incorreto da ferramenta estatistica, i.e.
pareamento de amostras e teste estatistico para amostras ndo pareadas, e
grande variagdo nos dados, possivelmente em funcdo do longo periodo
avaliado (277 anos); esses fatores dificultam uma interpretacdo confidvel dos
resultados. Entretanto, os autores apontam que o0s niveis de testosterona
possam influenciar na longevidade dos homens com o aumento da expectativa
de vida. Dando suporte a sugestdo, ha diferenca estatistica na longevidade em
deficientes mentais castrados comparados a intactos nascidos entre 1871 e
1932, sugerindo que baixos niveis de testosterona possam aumentar a
longevidade (HAMILTON & MESTLER, 1969). A relagdo entre longevidade e

reproducdo em ratos machos estd em estudo por nosso laboratério.

Envelhecimento
|

Los3
Testosterona
-0,32 0.48 061 059 -0.78 0.24
ACO ACOre SOD — GPX ——1 CAT GST
0.68 0,35 0.96
Loos2
NO:&NO; MDA Carbonil
0,29 0.48 0,50
0.531 0,33 0.85 -0.48 -0,39 0.77 092
VitE GSH GSHt GSSG VitC
40.53 4-0.65

Fig. 8 — Representagdo esquemética da rede de interagbes formadas
pelas regressdes encontradas entre os dados estudados. Valores representam
o coeficiente padronizado B. Para maiores informagdes quanto as regressoes e

modelos empregados, consultar Tabela Complementar 1 nos anexos.
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6.1.2. Atividade das Enzimas Antioxidantes:

O aumento na concentragdo da testosterona resulta no aumento da
atividade da enzima SOD e a queda deste é acompanhada pela queda da
atividade da SOD (coeficiente padronizado B de 0,61; Correlagéo de Spearman
R? = 71%; Fig. 8; Tabela 3 e Tabela Complementar 1 nos anexos). Sugere-se
gque o aumento possa estar relacionado com mecanismos transcricionais e
traducionais, bem como pés-traducionais. O aumento na atividade da enzima
SOD provavelmente se deve a uma elevagéo na producdo de O,", relacionada
com o aumento do metabolismo mitocondrial, seguida por um aumento na
sintese final de H,O, neste sistema. Este Ultimo, conjuntamente com o estimulo
da testosterona, pode resultar no estimulo de mecanismos transcricional
partiilhado pela GPx, e.g. elemento responsivo antioxidante (“antioxidant
responsive element” — ARE), e traducional, bem como poés-traducional,
culminando no aumento da atividade da GPx.

O aumento na atividade da CAT pode estar indiretamente relacionada
com as alteragdes nas atividades da SOD e GPx, pelo efeito da testosterona e
com o sugerido aumento de H,O,. O aumento na atividade da CAT é inibida
pela atividade da GPx, em funcédo de sua competicdo pelo H,O,; e, uma vez
que a manutencao do sistema de GPx é capaz de lidar independentemente do
sistema de CAT, ela pode regular este ultimo (coeficiente padronizado B de
-0,59; Correlagcdo de Spearman R? = 77%: Fig. 8; Tabela 3 e Tabela
Complementar 1 nos anexos; SOKOLOVA et al., 2001).

A atividade da GPx também é regulada pela peroxidacdo lipidica
(coeficiente padronizado B de 0,35; Correlagédo de Spearman R*= 65%; Fig. 8;

Tabela 3 e Tabela Complementar 1 nos anexos), a fim de buscar o controle e
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reducdo na taxa de peroxidagdo lipidica. O aumento da concentracdo da
glutationa oxidada é explicado pelo aumento da atividade da GPx (coeficiente
padronizado B de 0,77; Correlagéo de Spearman R? = 81%; Fig. 8; Tabela 3 e
Tabela Complementar 1 nos anexos). Pelo aumento da concentragdo de
glutationa oxidada, procura-se manter a relagdo entre glutationa oxidada e

reduzida, e 0 mecanismo de sintese de mais glutationa deve ser ativado.

6.2. Metabolismo:

O aumento no metabolismo pode ser explicado pela necessidade de
maior producdo de energia pela mitocondria, que leva a uma maior produgao
de EROs. A concentragdo de O, gerada na mitocondria aumenta
continuamente ao longo do envelhecimento no encéfalo (TSAY et al., 2000). O
complexo | da mitocdndria sofre inativagdo via NO®* (ANTUNES et al., 2002),
sugere-se uma maior producgédo de radicais livres nos animais reprodutores de 6
e 12 meses devido os niveis elevados de NO,&NO; relacionada a essa
inativacdo. Um aumento proporcional de geragédo de EROs pelos mecanismos
citados podem explicar o aumento dos danos oxidativos encontrados nos
animais reprodutores nas idades de 6 e 12 meses.

A atividade aumentada da enzima ACO evidencia o aumento no
metabolismo. A atividade da enzima ACOre estd aumentada também,
indicando maior inativacdo e necessidade de maior sintese desta. A atividade
desta enzima cai ao longo do envelhecimento (coeficiente padronizado B de
-0,32; Correlagcdo de Spearman R? = -33%; Fig. 8; Tabela 3 e Tabela

Complementar 1 nos anexos).
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A ACO inativa no citosol regula a homeostase de ferro por mecanismos
ligados ao elemento responsivo ao ferro (“Iron Responsive Element” — IRE),
com o objetivo de captar maior quantidade de ferro e ser reativada. O
organismo possivelmente aumenta a concentracdo de ferro no espaco
extracelular para suprir a regulagé@o e a sinalizacdo de aumento dos niveis de
ferro no interior celular. Este aumento hipotético na concentracéo de ferro no
encéfalo poderia resultar em estresse oxidativo.

A hipétese relacionada ao aumento na quantidade de ACO inativa é
sustentada pela presenca de aglomerados de ACO em tecidos envelhecidos, e
concomitante queda na atividade enzimética (BOTA & DAVIES, 2002). Esses
aglomerados de enzima inativa ndo poderiam ser reativados e ndo retornariam
ao ciclo de Krebs. Nao existem trabalhos abordando a participagdo destes
aglomerados na homeostase de ferro intracelular. Em diversas doengas
neurodegenerativas, e.g. Parkinson, a atividade metabdlica cai e ha um
consideravel aumento na concentracdo de ferro no encéfalo. A enzima ACO
inativa poderia exercer um papel importante e poderia estar firmemente
relacionada a estes eventos.

O metal mais abundante no figado e no encéfalo é o ferro (BOSTANCI et
al., 2010). Em niveis mais elevados, ele causa estresse oxidativo e morte
neuronal (BOSTANCI et al., 2010). A questéo levantada por BOSTANCI et al.
(2010) e sem respostas: “Why do iron levels increase abnormally in the brain in
neurodegenerative diseases?” poderia ser explicada pela inativagdo da ACO,
junto a outros mecanismos, mas mais estudos devem ser realizados para

melhor compreenséo e confirmacgéo desta hipétese.
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6.2.1. Metabolismo Elevado Gerador de EROs:

Durante o processo de glicolise, h4 a exigéncia do poder oxidante de
NAD" e posterior regeneracdo do NADH em NAD" (Fig. 9). A geracéo ativa de
ATP pela mitocondria consome NADH no complexo |, regenera o poder
oxidante de NAD" e ha manutenc&o da homeostase idnica (Fig. 9 Reacéo 1). A
enzima lactato desidrogenase é ativada em situacfes de elevada demanda de
energia para a regeneracdo do NAD", pois o oxigénio se torna limitado para a
CTE e ocorre o acumulo de NADH (Fig. 9 Reacgéo 2). O encéfalo possui um
limiar de tolerancia contra os efeitos da acidose pela produgcéo de &cido latico
via LDH, necessitando que mecanismos alternativos sejam ativados. Como
mecanismo alternativo, sugere-se a ativacdo da NAD(P)H Oxidoredutase
(NOX) da membrana plasmética e outras oxidoredutases para regenerar o
NAD" (Fig. 9 Reacdo 3; BREWER, 2010).

A mitocodndria produz elevadas concentragcdes de EROs em estado de
repouso (estado 4), reduzindo esta producdo quando a atividade mitocondrial é
elevada e a via da respiracdo oxidativa esta ativada (estado 3). A via da LDH
ndo produz EROs, todavia deve ser evitada para prevenir efeitos da acidose no
encéfalo. Elevado dano oxidativo € observado em diversos tecidos durante a
respiragdo oxidativa (estado 3). Sugere-se haver uma via alternativa para a
producdo dessas EROs e a NOX como responsavel por este aumento, j4 que
esta produz 100% de EROs quando ativa (Fig. 9; BREWER, 2010).

Retomando a inativagdo do complexo | por NO®, os animais reprodutores
das idades de 6 e 12 meses, que apresentaram maiores niveis de NO>&NO3
que oS n&o reprodutores, poderiam estar tomando outras vias para a

reciclagem do NADH, tendendo ao sistema da NOX e gerando mais EROs
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(GARTHWAITE & BOULTON, 1995; ANTUNES et al., 2002; LINNANE et al.,

2007; BREWER, 2010).

Produtos
Glicélise
Glicose AT, PW% ATP, H,0,EROs
NAD* NADH @LDH | ACTATO
\_/ o
MNOX EROS, OF

NAD{(P)H Oxidoredutase

Fig. 9 — Mecanismos utilizados para a produgéo de energia, manutengao
dos niveis de NAD" para glicolise e homeostase idnica. (1) NADH é consumido
pelo complexo | da CTE na mitocondria, com relativa baixa produgéo de EROs.
(2) LDH reduz o piruvato em &cido latico, consumindo NADH. (3) A NOX
produz O,* para cada NADH reoxidado, faz a manutengdo da homeostase
ibnica e depende das defesas antioxidantes para eliminagdo dos EROs

formados. Figura adaptada de BREWER (2010).

Pela importancia como cofator para a atividade da enzima ACO,
complementando o protocolo de RAZMARA et al. (2007), adicionou-se GSH ao
conjunto de reagentes, desconhecendo-se sua fungdo precisa neste sistema
(TEIXEIRA et al., 1998). E interessante ressaltar que um metabolismo
adequado reflete num melhor sistema de sintese e reciclagem de GSH e um
metabolismo adequado, i.e. atividade da enzima ACO, necessita da presenca

de niveis adequados de GSH.
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6.3. Antioxidantes Nao-Enziméticos:
6.3.1. Vitamina C:

O figado armazena e sintetiza Vit C e possivelmente produz e libera
maiores quantidades nos animais com atividade reprodutiva, resultando no
aumento encontrado nos animais de 6 meses. A concentragdo de Vit C no
encéfalo, entretanto, é diluida a todos os 6Orgédos afetados pela atividade
reprodutiva e regulada pela presenga dos receptores SVCT2. Por ser
considerada pro-oxidante ou antioxidante por dose-dependéncia, esta molécula
ndo pode nem ser sintetizada nem liberada em quantidades elevadas, a evitar

sua caracteristica pro-oxidante.

6.3.2. Glutationa:

A glutationa evita o dano oxidativo celular e é regulada por oxidantes e
por atividade de diversas enzimas, e.g. GPx e GST. Enquanto a reagéo
catalisada pela GPx gera glutationa oxidada, mantendo o pool total de
glutationa, a atividade da enzima GST resulta em uma redugdo no pool de
glutationa. Assim como a glutationa auxilia como cofator da ACO, a alteragéo
no metabolismo influencia na concentragdo de glutationa (coeficiente
padronizado B de 0,85; Correlac&o de Spearman R? = 66%; Fig. 8; Tabela 3 e

Tabela Complementar 1 nos anexos; TEIXEIRA et al., 1998).

6.3.3. Vitamina E:
O alfa-tocoferol circulante possui curta meia-vida (12 minutos) e
captacdo predominante pelo figado. O figado representa um terco da reserva

desta vitamina no corpo, seguido do tecido adiposo e musculo esquelético
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(RIGOTTI, 2007). Fortes interagdes biolégicas entre a Vit E e outros compostos
antioxidantes enddégenos sdo sugeridas, e.g. a Vit C e a GSH (GOHIL et al.,
2008).

O papel neuroprotetor da Vit E € bem conhecido, e.g. neurbnios do
hipocampo (BOSTANCI et al., 2010). Este papel parece estar relacionado tanto
a efeitos antioxidantes diretos quanto indiretos. Suplementagédo alimentar com
Vit E e suplementagdo concomitante de Vit E e C resultam no aumento da
atividade das enzimas antioxidantes CAT, GPx e SOD em figado e tecidos
musculares, sugerindo efeitos antioxidantes indiretos (SHIREEN et al., 2008).
Apo6s administracdo de Vit E, os niveis de glutationa também se elevam no
encéfalo (BOSTANCI et al., 2010).

Os niveis de NO,&NO; e Vit E se relacionaram reciprocamente. O NO* e
a Vit E sé@o capazes de agir como antioxidantes terminadores da reagao de
peroxidacdo lipidica e regulam seus niveis (NO2&NO3 para Vit E: coeficiente
padronizado B de 0,58; Vit E para NO,&NOs: coeficiente padronizado B de
0,46; Correlagcdo de Spearman R? = 76%: Fig. 8; Tabela 3 e Tabela

Complementar 1 nos anexos; HAYASHI et al., 1995).

6.4. Dano Oxidativo:

De acordo com SASTRE et al. (2003), a producdo de EROs pode
determinar a longevidade de um organismo pela sinalizacdo sensivel a
estresse oxidativo e relativo a dano oxidativo causado as moléculas.

Quantidades excessivas de EROs causam danos oxidativo em lipideos,
proteinas, acidos nucléicos, pequenas moléculas, etc. (FLOCCARI et al., 2005;

WONG et al., 2010). O marcador mais utilizado para medir peroxidagéo lipidica
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€ a deteccdo dos niveis de MDA (FLOCCARI et al., 2005; CEMEK et al., 2010);
para medir oxidacao protéica é a medida dos niveis de carbonil (WONG et al.,
2010); e para acessar de forma indireta 0 NO® é por NO,&NO3; (BRYAN &
GRISHAM et al, 2007). Procurou-se analisar os danos oxidativo mais

importantes no tecido cerebral.

6.4.1. NOz&NO3:

A maturagdo sexual ocorre independentemente da presenca de uma
fémea e este processo incorre a mudangas morfologicas e fisioldgicas,
alterando a pressdo circulatéria via NO®. Observa-se que o0s niveis de
NO.&NO3 sédo equivalentes na idade de 3 meses em ambos 0s grupos, em
funcdo do metabolismo e da sinalizacdo celular de ambos estar relacionado a
passagem de juvenis para o estado de reprodugédo ativa (KRINKE, 2000).
Como as genitalias de ratos machos passam por um processo de mudanga
morfolégica, com intensa atividade metabdlica, ha alteracdo na circulagdo de

forma sistémica e os niveis de NO,&NO; estédo elevados em ambos 0s grupos.

6.4.1.1. NO® e Peroxidagao Lipidica:

O NO°* é incapaz de reagir diretamente com lipideos de membrana néo
oxidados, nem em presenca de niveis elevados de oxigénio (HIRAMOTO et al.,
2003). Durante a peroxidagao lipidica, o NO® é capaz de terminar a reagdo em
cadeia, formando ou um composto peroxonitroso ou um peroxinitrito organico
(HAYASHI et al., 1995; CEMEK et al., 2010). O mecanismo proposto para essa
acdo antioxidante é dada pela sequéncia de reacdes (Reacdo 7 a 10):

Reacéo 7: LOO® + *°NO — LOONO

Reacéao 8: LOONO — [LO® + *NO2]
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Reacéo 9: [LO® + °NO;] — LO® + °NO.

Reacéo 10: [LO® + °NO;] — LONO;

O LOO?® é um radical lipidico peroxil, LOONO é um peroxinitrito organico,
LO® é um radical lipidico alcoxil, *NO, é um radical diéxido de nitrogénio e
LONO; € um nitrito organico (HAYASHI et al., 1995). Dois sdo os destinos
provaveis para o LOONO: (i) quebra da ligacdo entre oxigénios em radicais
lipidico alcoxil e dioxido de nitrogénio (Reagdo 9), e (ii) rearranjo interno e
formacdo do nitrito organico mais estavel (Reagdo 10; HOGG &
KALYANARAMAN, 1999). O radical alcoxil ou algum produto deste pode
propagar a peroxidagéo lipidica (HOGG & KALYANARAMAN, 1999).

A nitracéo lipidica e a liberacdo do NO*® de lipidios ja foram relatadas
(LIMA et al., 2005). Até que nivel o NO® possui a caracteristica antioxidante
contra a peroxidacao lipidica ainda é controversa, pois o produto final pode
continuar a peroxidacao lipidica (HOGG & KALYANARAMAN, 1999).

BAKY et al. (2010) observou aumento concomitante de NO,&NO; e de
MDA no soro de ratos em situagdo de hipdxia induzida. Eles citam que o
aumento de NO,&NO; levariam ao aumento dos niveis de MDA, entretanto,
observamos que os niveis de MDA explicaram o aumento de NO,&NO3, pelas
Reagbes 7 a 10 (coeficiente padronizado B de 0,29; Correlagdo de Spearman

R?= 74%; Fig. 8; Tabela 3 e Tabela Complementar 1 nos anexos).

6.4.2. Carbonil e Envelhecimento:
Estudos antigos relacionam estresse oxidativo com danos em proteinas,
e acumulo de proteinas danificadas ao longo do envelhecimento, mas essa

relacdo nao foi sempre observada (BECKMAN & AMES, 1998; KASAPOGLU &
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OZBEN, 2001; LEVINE & STADTMAN, 2001; HIPKISS, 2006). Uma série de
fatores rege o aumento de proteinas danificadas ou queda desses niveis ao
longo do envelhecimento, e contradiz a teoria do acimulo — a quantidade e os
tipos de espécies reativas formadas; os niveis de defesas antioxidantes n&o-
enzimaticas; a atividade das defesas antioxidantes enziméaticas; a capacidade
do sistema em degradar as proteinas danificadas, e.g. por proteases; a
capacidade do sistema de solubilizar proteinas danificadas a evitar a formagéo
de agregados, e.g. GST; etc. (BERLETT & STADTMAN, 1997; STADTMAN,

2006).

6.4.3. Ativacéo da GST:

A GST possui forte interacdo com aldeidos resultantes da peroxidacdo
lipidica, agindo como detoxificadora destas moléculas conjuntamente com
oxidoredutases (MONTINE et al.,2002). A GST pode ser ativada por EROs e
por dano oxidativo, e.g. proteinas carboniladas (coeficiente padronizado B de
0,96; Correlacdo de Spearman R® = 62%; Fig. 8; Tabela 3 e Tabela
Complementar 1 nos anexos; IMAZUMI et al., 2006). A GST de vesiculas
microssomais de figado pode ser ativada em até 40% por alteragdes com

espécies reativas de nitrogénio (IMAZUMI et al., 2006; MUSCI et al., 2006).

6.5. Envelhecimento e Reproducéo:

Para facilitar a compreensdo das alteragdes encontradas relacionadas
ao envelhecimento concomitante com a atividade reprodutiva e 0 estresse
oxidativo, a Figura 10 esquematiza e relne o que estaria ocorrendo com o

encéfalo dos ratos machos em cada um dos grupos.
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Fig. 9 — Representacao esquematica das variagbes nos parametros estudados ao longo do envelhecimento no encéfalo dos
animais machos reprodutores e nao reprodutores. Os painéis (a), (b), (c) e (d) representam células dos animais ndo reprodutores

de 3, 6, 12 e 24 meses, respectivamente. Os painéis (e), (f), (g) e (h) representam células dos animais reprodutores de 3, 6, 12°
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Os animais reprodutores de 3 meses recém iniciaram o periodo de
atividade reprodutiva, ja que o final da puberdade ocorre por volta do segundo
més de vida (aproximadamente 70 dias; KRINKE, 2000). Sugere-se o efeito
hormético a esse grupo pela exposi¢cdo ao estresse reprodutivo (fisiologico,
social e oxidativo) e a adaptacdo a esse ciclo de estresse. Observa-se o
aumento da atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GPx) e do
metabolismo (ACO e ACOre), e os niveis de danos em lipideos e proteinas se
mantém baixos e, portanto, os mecanismos de defesas dos animais expostos
ao estresse da reprodugdo conseguem evitar os danos.

Nao ha atividade reprodutiva efetiva aos 24 meses, uma vez que 0
comportamento reprodutivo declina até a auséncia deste a partir da idade de
12 meses. Apds o periodo de um ano entre a presenca de reproducédo na idade
de 12 meses e a auséncia de reproducdo nos animais de 24 meses, uma série
de alteracdes € observada, levando a uma similaridade entre os grupos.

A Figura 11 apresenta, de forma esquematica, a rede de relacdes
encontradas e 0s mecanismos propostos para essas relagdes, elucidando e
simplificando processos redoxes, as correlacdes e as regressdes encontradas.

A teoria de Williams, ou teoria do antagonismo pleiotropico, aponta que a
atividade reprodutiva imediata afeta a longevidade (WILLIAMS, 1957; TURKE,
2008). A influéncia se deve a alteragBes genéticas com efeito fenotipico direto

e relacionado a ganho ou perda na capacidade reprodutiva no inicio do periodo

’Cont. Fig. 9 — e 24 meses, respectivamente. As variagdes encontradas estio
representadas de forma meramente ilustrativa com o aumento ou reducgédo

encontrados, representada pelo tamanho da fonte do parametro indicado.
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reprodutivo e altera a longevidade proporcionalmente. Em outras palavras, uma
mutacdo capaz de elevar o numero de descendentes € capaz de ser
selecionado positivamente mesmo levando a uma morte antecipada do
organismo, e o contrario também € proposto nos casos em que o cuidado
realizado pelos parentes mais velhos favorece o desenvolvimento e sucesso da
prole (TURKE, 2008; MITTELDORF, 2004).

Analisando a teoria do “corpo descartavel”, que aponta como causa do
envelhecimento e morte a distribuicdo das reservas metabdlicas entre a
manutencdo somatica e o reparo e outras fungdes, e.g. reproducdo, torna-se
previsivel o envelhecimento acentuado dos animais com elevada atividade
reprodutiva, quando comparado com o0s sem atividade reprodutiva
(KIRKWOOD, 1977; MITTELDORF, 2004; ESIRI, 2007). E observado que a
reproducdo tende a diminuir a expectativa de vida de muitos organismos, e.g.
Drosophila melanogaster e C. elegans (FLATT, 2010). Mesmo assim, 0s
mecanismos vinculados a mudangas no comportamento, metabolismo e outros
processos fisiolégicos e a atividade reprodutiva precisam ser elucidados

(HARSHMAN & ZERA, 2006; SPEAKMAN, 2008).
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Fig. 11 — Representacéo esquematica de uma célula do sistema nervoso

e as relagbes com os hormdnios esterdides sexuais e moléculas relacionadas
com o0 estresse oxidativo nos diversos compartimentos celulares. Na
membrana plasmatica, pode-se iniciar a peroxidacao lipidica e formacao de um
lipideo peroxidado, este pode ser degradado pela enzima GPx, oxidando
glutationas, ou continuar reagindo, podendo formar o MDA, alternativamente,
um radical lipidico pode reagir com a Vit E e formar o radical tocoferil (Vit E®), e
este pode ser regenerado pela Vit C e formar o radical ascorbil (Vit C*); outra
via possivel esta relacionada ao NO®, em que um radical lipidico peroxil pode
reagir com este, formando um peroxinitrito organico e este pode formar um
nitrito (NO,). Tanto a testosterona quanto o estradiol podem interagir com
receptores de membrana e iniciar uma cascata de sinalizacdo que podem

induzir a transcrigcéo de diversos mRNAs, e.g. relacionado ao ARE. A Vit C*
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Cont. Fig. 11 — pode ser internalizada por SVCT; enquanto que a Vit E pode
ser captada por diferentes receptores de membrana, aqui simplificados por
receptor de vitamina E (rVE). No peroxissomo, diversas reacfes enzimaticas
produzem H,O,, e.g. a B-oxidagéo, e essa molécula pode tanto difundir para o
citosol quanto ser decomposta pela CAT. Na mitocéndria, a CTE produz O,*
que reage com a ACO, inativando-a, ou ser dismutado pela SOD, formando
H2,O,, que pode ser degradado pela GPx ou difundir para o citoplasma. No
citosol, a ACO inativada (ACOi) possui papel de regulacéo dos niveis de ferro,
e.g. aumentando a traducéo do receptor de transferrina (“Transferrin Receptor”
— TfR), que aumenta os niveis de ferro intracelular e pode reativar a ACO. A
enzima gulonolactona oxidase (GLx) oxida a gulonolactona (GLL) formando Vit
C e H0,. Algumas proteinas (P) sofrem ataque de radicais, perdendo sua
funcdo e se tornando uma proteina inativa (Pi); a GST pode conjugar uma GSH
a essa Pi (GS-Pi), evitando agregagdo dessas Pi e podendo induzir a
degradagéo via proteossoma. O Fe?" liberado pela ACO pode reagir com o
H,O, e formar o radical mais reativo: OH®, que poder reagir causando dano

oxidativo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este foi o primeiro trabalho a avaliar a atividade reprodutiva e o
envelhecimento em mamiferos machos sob o ponto de vista do estresse
oxidativo. As amplas alteragdes observadas no metabolismo, comportamento,
fisiologia e outros parametros, apontam o estresse oxidativo como participante
de todos os processos e possibilitaram embasamento sélido para as teorias

observadas.
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8. PERSPECTIVAS

Avaliar a longevidade relacionada a atividade reprodutiva em ratos
machos.

Avaliar as vias relacionadas a sinalizagdo nos neurbnios que possuem
relacdo entre resposta ao comportamento reprodutivo e as vias de defesas
antioxidantes.

Avaliar o efeito do estresse oxidativo, reprodugéo e envelhecimento em

outros orgaos de ratos machos e em fémeas.
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10. ANEXO 1 Tabela Complementar 1

Tabela Complementar 1. Regressdo Linear (método stepwise) entre os
parametros analisados em encéfalo e soro de ratos machos de 3, 6, 12 e 24
meses, reprodutores e ndo reprodutores. Distintos modelos foram empregados
para determinar os diferentes regressores. Valores considerados significantes

para um valor P < 0,05.

Variavel R2 R2 B
dependente  Regressor Passo cru  ajustado padronizado P
CAT? Idade 1 0,75 0,71 -0,78 <0,001
GPx 2 -0,59 <0,001
GPx® SOD 1 0,55 0,50 0,61 0,001
MDA 2 0,35 0,040
SOD° Testosterona 1 0,38 0,33 0,61 0,015
GST¢ Carbonil 1 0,85 0,83 0,96 <0,001
Idade 2 0,23 0,032
ACO°® GSH 1 0,68 0,64 0,69 <0,001
Idade 2 -0,30 0,041
ACOre' Testosterona 1 0,66 0,63 0,35 0,009
MDA?
Carbonil" Vit C 1 0,90 0,89 0,50 < 0,001
NO,&NO3' Vit E 1 0,64 0,60 0,46 <0,001
Idade 2 -0,31 0,012
MDA 3 0,29 0,019
TOS'
Vit CX Carbonil 1 0,85 0,84 0,92 <0,001
Vit E' NO,&NO; 1 0,56 0,53 0,58 <0,001
ACO 2 0,33 0,013
GSHt™ MDA 1 0,82 0,80 0,65 <0,001
ACO 2 0,65 <0,001
ACOre 3 -0,39 0,021
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Cont. Tabela Complementar 1.

Variavel R2 R2 B
dependente  Regressor Passo cru ajustado padronizado P
GSH" MDA 1 0,79 0,77 0,53 <0,001
ACO 2 0,85 <0,001
ACOre 3 -0,48 0,017
GSSG° GPx 1 0,60 0,56 0,77 0,002
Testosterona Idade 1 0,29 0,26 -0,53 0,003

Estradiol

Variaveis incluidas nos modelos:

2S0D, GST e testosterona.

PCAT, GST, ACO, Vit C e GSSG.

°‘GPx, CAT e TOS.

dGPx, CAT, ACO, Vit C e GSSG.

°GPx, MDA, Vit E, GSHt e testosterona.

'GPx, TOS, Vit C, Vit E, GSHt e GSH.

9GPx, ACO, ACOre, NO,&NO3, GSHt, GSH, Vit E, Idade e Testosterona.

"GST, TOS, GSHt e GSH.

'GSHt, GSH e Testosterona.
ISOD, ACOre, Carbonil e VitC.

kGPx, TOS, ACOre e Idade.

'ACOre, MDA, TOS, GSHt, GSH, GSSG e Idade.

MGPx, Vit E, Carbonil e NO>&NO:s.

"Vit E, Carbonil e NO,&NOs.

°GST, Vit E e Idade.
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