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RESUMO

Barboza, T.E. Efeito do enriquecimento ambiental sobre o perfil
cardiometabdlico e estresse oxidativo no musculo e coracdo em ratos
jovens e idosos 2015. 85f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A maioria dos estudos explora o enriquecimento ambiental (EA) como uma
forma de estudar o comportamento do animal, funcdo cerebral e memoaria.
Além disso, o EA pode estimular a atividade fisica voluntaria. No entanto,
pouco se sabe sobre o impacto deste estimulo sobre o perfil de estresse
oxidativo no coragdo, assim como nos parametros cardiometabdlicos. O
objetivo do presente estudo é verificar os efeitos da atividade fisica
voluntaria sobre os parametros cardiometabolicos e sobre o perfil de
estresse oxidativo no coracdo e musculo séleo de ratos jovens e velhos.
Foram utilizados 32 ratos, machos, Wistar, separados em 4 grupos: jovens
controle (JC), jovens com enriquecimento ambiental (JEA), velhos controle
(VC), velhos com enriquecimento ambiental (VEA). Os animais foram
mantidos em seus grupos por 6 semanas, sendo que apos esse periodo
todos os animais foram avaliados (teste de esforco, peso, glicemia). Os
resultados demonstraram alteracdes na composicdo corporal: aumento da
gordura marrom no grupo VEA comparado ao grupo VC e reducdo da
gordura periepididimal no grupo VEA comparado ao grupo VC. Houve
também uma melhora no desempenho fisico (tempo de corrida e velocidade)
observado no teste de esforco do grupo VE comparado ao VC. A enzima
citrato sintase € menor no VC comparado ao JC, sendo que o EA faz
desaparecer essa diferenca, deixando o grupo VEA semelhante ao JEA. Em
relacdo ao perfil de estresse oxidativo, houve reducdo dos pré-oxidantes no
grupo JEA tanto no coracdo quanto no musculo soleo; ja no grupo VEA
houve aumento da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) e foi
possivel observar uma tendéncia de aumento na glutationa peroxidase

(Gpx). O EA é capaz de alterar a composicdo corporal, melhorar a



performance e aumentar a SOD no grupo de ratos velhos. No grupo de ratos
jovens reduz o dano oxidativo tanto no musculo séleo quanto no coracao,

mas ndo provoca adaptacdes relevantes no sistema de defesa antioxidante
enzimatico.

Palavras chaves: Meio ambiente. Atividade motora. Estresse Oxidativo.

Envelhecimento. Coragdo. Masculo Esquelético. Ratos.



ABSTRACT

Barboza, T.E. Effect of environmental enrichment on the oxidative stress
profile in heart and skeletal muscle in young and old rats. 2015. 85f.
Thesis (Master) — Medicine School, University of Sao Paulo, Sao Paulo,
2015.

Most studies exploring environmental enrichment (EE) as a way to study the
animal’s behavior, brain function and memory. In addition the EE can
stimulate voluntary physical activity however, little is known about the impact
of stimulus Profile oxidative stress in the heart, as in cardiometabolic
parameters. The aim of this study was to access the effects of voluntary
physical activity (EE) on cardiometabolic parameters and the—oxidative
stress profile in soleus muscle and heart of young and old male rats. Thirty-
two male Wistar rats were randomly assigned into four groups: young control
(YC), young environmental enrichment (YE), old control (OC), old
environmental enrichment (OE). After six weeks, the weight, stress test and
blood glucose were evaluated in all groups. The data showed body
composition changes: increased in the brown fat in OE group (0.072 + 0.032)
compared to OC group (0.051 + 0.012); and reduced fat periepydidimal in
OEA group (1.25 %= 0.48) compared to OC group (1.87 £ 0.63). We also
observed a physical performance improvement (running time and speed) in
the stress test of OE group (232.14 + 102.50) compared to OC (51.67 +
44.74). The enzyme citrate synthase was lower in OC compared to YC ( P=
0.0020), indicating a deleterious effect of aging;. EE has removed this
difference, leaving-the OE group similar to YE (P= 0.1529). Regarding the
oxidative stress profile, there was a reduction of pro-oxidants in the heart
(H20,, carbonyls, lipoperoxidation) and in the soleus muscle (carbonyls and
lipoperoxidation) of YE group. In the OE there was a significant increase of
the antioxidant superoxide dismutase enzyme (SOD) and we observed a
increase trend in glutathione peroxidase (GPx). EE was capable of altering

body composition (brown and periepydidimal fat), improved physical



performance and increased SOD in old mice group. In young group, oxidative
damage reduced both in soleus muscle as in the heart, but does not caused
significant adjustments in the enzymatic antioxidant defense system.

Key words: Environment. Motor activity. Oxidative Stress. Aging. Heart.

Muscle, Skeletal. Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento, doencas cardiovasculares e alteragcdes

metabdlicas.

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), atualmente
h& em torno de 605 milhdes de pessoas com mais de 60 anos em todo o
mundo. Estima-se que em 2050 essa populacédo chegue a 2 bilhdes (WHO,
2012). O que era no passado privilegio de alguns poucos, alcancar e/ou
ultrapassar os 60 anos, passou a ser uma experiéncia de um namero
crescente de pessoas em todo o mundo (KALACHE et al., 1987; KALACHE
et al., 1996).

Ha trés décadas, 65 anos de idade representava o inicio da velhice.
No entanto, os gerontélogos apontam que isso mudou e até consideram a
idade de 75 anos como o “jovem-velho” (KALACHE et al., 1996).

A piramide etéaria brasileira, apresentada na reunido da Organizacao
das Nacgdes Unidas (ONU), mostra que em 1950 possuia uma base
extremamente larga, comparada ao topo estreito (Figura 1). Em 1980,
apresentava uma forma classica de piramide, onde o grupo etario mais velho
era menor que o grupo etario anterior, embora a base da piramide tenha
reduzido em relacdo a de 1950. Isso pode ser explicado pela queda das
taxas de natalidade. A continuidade desta queda fez com que a piramide
etaria do ano 2000 apresentasse os trés grupos etarios mais jovens com
percentagens menores que o grupo de 15 a 19 anos. As taxas menores de
natalidade e mortalidade transformaram a estrutura etaria da populacao,
diminuindo a quantidade de criancas e aumentando, em um primeiro instante
0 grupo de adultos e, posteriormente, o grupo dos idosos. Ja a forma da
piramide de 2050 corrobora com este fato, uma vez que nesta época a

estrutura etaria da populacéo brasileira devera ter a forma de um retangulo e
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a quantidade de idosos deverd ultrapassar a quantidade de criangas,
principalmente no caso das mulheres (WONG; CARVALHO, 2006).

Brasil

H Homers
O Mulheres

1950

1975

2000

N
s
d

2050

Figura 1. Piramide etaria da populacéo brasileira diferenciada por sexo — 1950-2050.
Adaptado de Wong & Carvalho (2006).

Em geral, o processo de envelhecimento pode ser definido como uma
deterioracdo progressiva das fun¢des do organismo, que leva a uma menor
capacidade para reagir, se adaptar a mudancas e preservar a homeostase.
Por conseguinte, pessoas idosas possuem menor capacidade para suportar
temperaturas extremas, infec¢cdes ou, em geral, as situac6es em que ocorre
o estresse (DE LA FUENTE et al., 2011).

Uma vez que o processo de envelhecimento comeca apdés a
maturacao reprodutiva, por volta dos 18 anos de idade em humanos, passa-

se a maior parte do tempo de vida envelhecendo. Uma média mais elevada



18

de longevidade € conseguida pela manutencdo de uma boa saude e isso
depende em média, de uma proporcao de 25 % dos genes e em 75 % do
estilo de vida e fatores ambientais (KIRKWOOD, 2008).

A principal caracteristica de um organismo saudavel é manter o
equilibrio funcional em todos os niveis; no entanto, com o envelhecimento,
este equilibrio pode falhar ou mudar. O acumulo de alteracdes adversas com
0 passar do tempo, embora ndo deva ser considerado doenga, aumenta
significativamente o risco de doengas crdnicas, como as cardiovasculares,
gue podem finalmente resultar em morte (KIRKWOOD, 2008).

As doencgas cardiovasculares sdo consideradas o principal problema
de saude publica em todo o mundo, além disso, a prevaléncia dos fatores de
risco como o diabetes melitus, obesidade e hipertensdo, tem aumentado
significativamente nos ultimos anos (BRUM et al., 2004). A idade € um
importante fator de risco para doencas cardiovasculares, ndo s6 porque
prolonga a exposicdo do individuo a varios outros fatores de risco
cardiovascular, mas também devido ao envelhecimento cardiaco intrinseco.
O envelhecimento cardiaco intrinseco € definido como a degeneracdo
dependente da idade, que progride lentamente e causa o declinio da funcéo,
0 que torna o coracdo mais vulneravel ao estresse e contribui para o
aumento da morbidade - principalmente hipertensdo e diabetes - e
mortalidade cardiovascular em idosos (DAI; RABINOVITCH, 2009). O
diabetes e a hipertensdo sdo altamente prevalentes na populacdo idosa e
ambos tém demonstrado acelerar a senescéncia cardiovascular (BRODSKY
et al., 2004, KOSUGI et al., 2006).

Especificamente em coracdes de camundongos, a fibrose é mais
comumente observada no subendocardio ventricular, 0 que pode ser devido
a exposicao a um maior estresse da parede na camada do endocéardio (DA
et al., 2009). E possivel encontrar alteracdes histolégicas em coracbes de
ratos velhos: fibrose subendocéardica e intersticial, mudanca na hialina
celular, vacuolizacdo do citoplasma, o tamanho da fibra de cardiomidcitos,
colapso de sarcomeros e mineralizacdo. Essas mudancas podem ser

designadas como cardiomiopatia associada com a idade (TREUTING et al.,
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2008). A andlise morfométrica demonstra hipertrofia de cardiomiécitos
(aumento do tamanho das fibras miocardicas), aumento da apoptose de
cardiomiécitos e aumento da fibrose e deposicdo amiléide com o avancar da
idade (YAN et al., 2007).

Visto que o envelhecimento causa alteragbes na funcao
cardiovascular, também ¢é possivel observar um declinio na capacidade
aerbbica. Ha reducéo de 1% por ano na capacidade aerébica de mulheres e
homens adultos (Figura 2). Portanto, se fizéssemos uma projecao, é
possivel afirmar que por volta dos 100 anos de idade a capacidade aerébia

cai para um nivel equivalente ao consumo de oxigénio em repouso.

c
£
oh
=
.
—J
£
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—
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>

30

|dade (anos)

Figura 2. Linhas de regressdo linear de uma avaliagdo em corte transversal do
declinio no VO2MAX com a idade para um grande grupo de mulheres e homens
empregados na National Aeronautics and Space Administration (NASA)/ Johnson
Space Center (JSC) (Mc Ardle et al., 2008 p. 900).

As medidas relacionadas ao desempenho melhoram rapidamente
durante a infancia e alcangam um pico entre o final da adolescéncia e os 30

anos. A partir dai ha um declinio da capacidade funcional, com a
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deterioracdo variando conforme a idade e dependendo das caracteristicas
genéticas e relacionadas ao estilo de vida (MC ARDLE et al., 2008). O
aumento na expectativa de vida s6 pode ser considerado benéfico caso
esteja associado com o envelhecimento saudavel e funcional.

Spirduso (1995) relata que o exercicio fisico € uma forma muito
eficiente de prevenir doencgas tipicas do envelhecimento, tanto para efeitos
agudos quanto crbnicos. Em relacdo aos efeitos agudos, apOs exercicios
(moderado ou prolongado), a maioria das pessoas diz sentir-se bem, ou
melhor, do que antes de comecar a pratica. Essa melhora est4 associada a
diminuicdo dos niveis de estresse e ansiedade, melhora do humor, auto-
conceito, auto-estima, auto-eficacia e imagem corporal. Para os efeitos
cronicos, € possivel ressaltar a prevencdo de doencas tipicas do
envelhecimento, como a hipertensdo, o diabetes e problemas O&steo-
musculares, mas principalmente, a utilizacdo do exercicio fisico como um
meio de interac&o social.

Com o passar dos anos ha declinio das fungbes centrais e periféricas
relacionadas ao transporte e a utilizagcdo do oxigénio. Nas funcdes centrais
ocorre a reducdo da frequéncia cardiaca maxima, conseguentemente
reducdo do débito cardiaco e complacéncia das grandes artérias em virtude
das mudancas nas propriedades estruturais das paredes arteriais. Nas
funcdes periféricas, a capacidade reduzida do fluxo sanguineo para os
membros inferiores € acompanhada da perda de massa muscular
(VIGORITO; GIALLAURIA, 2014; MC ARDLE et al., 2008)

Durante o envelhecimento ocorrem algumas alteracdes fisiolégicas no
sistema neuromuscular que levam a um decréscimo da forca muscular e
consequente decréscimo da funcdo muscular, aumentando, assim, a perda
da densidade 6ssea mineral. Essas alteracfes contribuem para o aumento
do numero de quedas e fraturas 6sseas na populacado idosa (GALLAGHER
et al., 1997; FRONTERA et al., 2000). As mitocdndrias desempenham um
papel principal, como um integrador de uma variedade de sinais dentro da
célula; por esta razéo, as mitocondrias tém sido frequentemente estudadas

como alvo para lutar contra o envelhecimento celular. Estudos sugerem que
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as ceélulas musculares também apresentam a fungdo mitocondrial
prejudicada com o envelhecimento, pois a integridade da mitocondria declina
com a idade (HEPPLE, 2014; GOUSPILLOU et al., 2010; BALLABAN;
NEMOTO; FINKEL, 2005; COOPER et al.,, 1992). Fatores extrinsecos
também podem modular a funcdo mitocondrial no masculo durante o
envelhecimento. Em particular, o estresse oxidativo € um fator que deprime a
funcao respiratoria in vivo (HEPPLE, 2014).

Ballaban e colaboradores (2005) discutem a questdo sobre um déficit
na atividade transportadora de elétrons na mitocondria em razdo do
envelhecimento. As alteracbes na transcricdo de componentes da cadeia
transportadora de elétrons, com o envelhecimento, podem ter ocorrido antes
do declinio da fungcdo mitocondrial; ou seja, presume-se que devam ocorrer
antes do pico dos efeitos cumulativos dos mecanismos oxidantes. A teoria
dos radicais livres associa a geracao de espécies reativas de oxigénio no
metabolismo aerébio como um dos mecanismos aceitos para complementar
as tentativas de explicacbes das causas do envelhecimento (BECKMAN;
AMES, 1998).

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio

Os radicais livres (RL) podem ser definidos como moléculas ou
fragmentos moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados em
seus orbitais atdbmicos ou moleculares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Os RL podem ser formados pela adicdo de um elétron a um elemento nao-
radical ou através da quebra de uma ligacdo covalente (SYMONS, 1996).
Essa caracteristica os torna altamente reativos e instaveis e, dessa forma,
propiciam a iniciacdo de reacfes em cadeia por extrair um elétron de uma
molécula préxima para completar seus proprios orbitais (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). Apesar de espécies reativas desempenharem um

papel importante como moléculas de sinalizacdo e controle em diversas vias
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celulares, o desequilibrio entre a sua producdo e as defesas antioxidantes
pode gerar efeitos danosos. O desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes
€ chamado desequilibrio ou desbalanco redox. O desequilibrio entre
antioxidantes e oxidantes, com aumento excessivo de oxidantes — espécies
reativas de oxigénio (EROs), que leva a dano oxidativo, é chamado de
estresse oxidativo (MARIN et al., 2013; JONES, 2006; KAUL et al., 1993).

A mitocdndria € essencial para a manutencdo das funcdes e
atividades celulares por exercer papéis importantes na producdo de ATP
pela fosforilagdo oxidativa, vias biossintéticas, homeostase redox celular e
de ions, producdo de oxigénio, sinalizacdo, e regulacdo da morte celular
programada (DAl et al., 2012). Aléem do processo de geracdo de ATP nas
mitocondrias, processos enzimaticos e ndo enzimaticos rotineiros levam a
formacdo de EROS, que referem-se ndo somente aos radicais livres, mas
também as moléculas que possuam aumentada reatividade (GAMALEY,
1999; WILSON, 2001).

Do oxigénio metabolizado em nosso organismo, aproximadamente 85
a 90% séo utilizados pela mitocondria, através da cadeia transportadora de
elétrons, e os 10 a 15% restantes sao utilizados por diversas enzimas
oxidases e oxigenases e também por reacbes quimicas de oxidacéo direta
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Durante o processo de fosforilacdo
oxidativa, o anion superoxido (O;) € a ERO mais abundantemente formada.
A molécula de oxigénio pode sofrer oxidacdo e dar origem ao O+ e ao
peroxido de hidrogénio (H20,) (BOUEIZ, 2009).

As reacOes de oxidacdo com outras moléculas como lipideos,
proteinas e DNA, sdo promovidas pelas EROs, espécies reativas de
nitrogénio e RL (GATE et al., 1999). As espécies reativas abrangem uma
diversidade de moléculas, incluindo as formadas pela reducdo do oxigénio
como o anion radical superdxido (Oz+), o “nado radical” peréxido de
hidrogénio (H,0), o radical hidroxil (OH¢), além de espécies como o 6xido
nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO") e oxigénio singlet (*Ag O,) (MURPHY;
HOLMGREN, 2011). Cada uma destas moléculas € uma entidade quimica

distinta, com diferentes cinéticas, taxa e local de producdo, degradacdo e
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caracteristicas de difusdo em sistemas biolégicos (MURPHY; HOLMGREN,
2011). O H,0, € menos reativo do que o O,¢’, porém mais difusivel, podendo
atravessar a membrana plasmatica. O OH+ pode ser produzido a partir do
H,O, através da reacdo de Fenton, catalisado por elementos de transicdo
como o Fe?+. O OH+ também pode ser gerado a partir do O+ ou H,0, e
elementos como Cu* e Fe® através da reacdo de Haber Weiss. OH« é a
molécula oxidante mais reativa capaz de oxidar o DNA, lipidios e proteinas
(GATE et al., 1999).

As NADPH oxidases sdo um grupo de enzimas associadas a
membranas plasméticas encontradas numa variedade de células de origem
mesodérmica. A mais estudado destas é a NADPH oxidase dos leucqcitos,
gue é encontrada em fagocitos e linfocitos B. Ela catalisa a producdo de
superoéxido (O ) por reducéo de um elétron de oxigénio, utilizando NADPH
como doador de elétrons. O O, gerado por esta enzima serve como material
de partida para a producdo de uma ampla variedade de EROS (CAO et al.
2014; BABIOR, 1999).

Estes oxidantes sdo usados pelos fagocitos para combater
microorganismos invasores, mas também podem causar uma série de
"danos colaterais" para os tecidos circundantes, assim que sua producéo
tem de ser bem regulada para se certificar de que eles s6 sdo gerados
guando e onde forem necesséarios (BABIOR, 1999). EROs geradas por
NADPH oxidases podem ser envolvidas em varios processos fisioldgicos e
patolégicos no coracdo, tais como hipertrofia, apoptose, insuficiéncia
cardiaca e adaptacdo hipoxica (KURODA; SADOSHIMA, 2010). O aumento
do estresse oxidativo endotelial com o envelhecimento é um resultado de
uma producdo aumentada de enzimas intracelulares da NADPH oxidase e
desacoplamento da eNOS, a partir da respiracdo mitocondrial, na auséncia
de aumentos apropriados nas defesas antioxidantes regulada por fatores de
transcricdo relevantes (DONATO et al., 2015).

A producéo dessas espécies reativas é contrabalanceada por agentes
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que atuam como um sistema

de defesa neutralizando os radicais livres e as espécies reativas (GRIEVE et
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al., 2004). O termo antioxidante se aplica a toda espécie quimica capaz de
remover radicais livres tanto através de uma reacgdo direta quanto pela sua
conversdo em uma especie neutra ou menos reativa. Estas substancias
possuem a propriedade de fornecer elétrons/atomos de hidrogénio as EROS
sem se transformarem em moléculas instaveis. As defesas antioxidantes
podem ser definidas como defesas primarias, secundarias e terciarias.
Defesas primérias sdo as que atuam na prevencao da formacgéo dos radicais
livres. J& as defesas secundarias removem ou inativam as EROS ja
formadas. E, finalmente, as defesas terciarias atuam na remocdo e no
reparo das moléculas oxidadas, particularmente importantes para a
integridade do DNA (CHABOT, 1998).

Entre as principais enzimas pode-se citar a superoxido dismutase
mitocondrial e citosélica (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD) e extracelular (EC-SOD), a
catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), e peroxirredoxinas, entre
outras. Atuando de forma ndo enzimatica, existem antioxidantes como a
glutationa reduzida (GSH) e outros pares tidis/dissulfetos como TRx—(SH)
2/TRx-SS e cisteina/cistina, ascorbato, a- tocoferol e acido urico (MURPHY;
HOLMGREN, 2011; GRIEVE et al., 2004).

Antioxidantes enzimaticos, tais como a SOD, a GPx e a CAT séo
seletivos para EROs em particular (Figura 3). A SOD atua prevenindo a
formacdo de um oxidante mais potente, o ONOO", dismutando o0 Oz em O
e H,O; geralmente degradado pela CAT ou GPx (GATE et al., 1999). A GPx
€ importante para a protecdo contra o peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos lipidicos, prevenindo a peroxidacéo lipidica. Essa enzima
apresenta atividade catalitica sobre a oxidac&o da glutationa reduzida (GSH)
em glutationa oxidada (GSSG). Ainda, a GSH pode remover certos radicais
de O, diretamente e auxiliar na reciclagem das vitaminas C e E. A CAT
converte o H,O, em 4gua e O, (GOLBIDI; BADRAN; LAHER, 2012).
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ANTIOXIDANTES

ENZIMATICOS NAO ENZIMATICOS

Superodxido Dismutase Vitamina C

Catalase Vitamina E

Glutationa peroxidase Glutationa

Peroxirredoxinas Acido Urico

Reparacdo do DNA Carotenoides
Flavonoides

Figura 3. Exemplos de antioxidantes enziméticos e antioxidantes ndo enzimaticos.

O balanco entre a producdo de oxidantes e a defesa antioxidante
determina o estado redox, que possui papel importante na otimizacado da
funcdo celular. O estado redox e/ou balanco redox representa o potencial
oxidacao/reducédo presente no interior da célula e é regulado similarmente ao
pH, sendo comumente avaliado através da relacéo entre a GSH e a GSSG
ou outros compostos tiol/dissulfeto. Além de um bom indicador de estresse
oxidativo sistémico, e um bom indicador de risco de doencas, esta relacéao
tem sido utilizada em varios estudos para indicar a producdo de radicais
livres durante o exercicio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Além disso,
de acordo com a teoria de oxidacao-inflamacdo do envelhecimento, a base
da deterioracdo relacionada com a idade dos sistemas homeostaticos e da
sua comunicacao € o estresse oxidativo cronico. Esta dose € aumentada
mais ou menos, dependendo, em parte, do grau de controle da oxidacéo e
inflamacdo do sistema imunoldgico de cada sujeito, a qual é relacionada
com a capacidade funcional das suas células imunitarias (DE LA FUENTE;

MIQUEL, 2009). Portanto, analisar as funcdes das células e seu estado
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redox € conveniente para testar os efeitos de estratégias baseadas em
melhorar varios fatores ambientais e estilo de vida para retardar o processo
de envelhecimento (DE LA FUENTE, 2008).

Para a avaliacdo indireta do dano oxidativo, é possivel dosar alguns
produtos moleculares mais comuns de alvos da oxidacdo, que incluem
produtos finais da peroxidacdo de lipidios (hidroperéxidos lipidicos - LO). A
lipoperoxidacé@o ocorre em &cidos graxos poliinsaturados, sendo iniciado por
um OHe quando este captura um atomo de hidrogénio de um carbono da
cadeia de acidos graxos. Essa reacao ocasiona um rearranjo molecular com
a geracao de subprodutos também reativos, induzindo assim a propagacao
da peroxidacéo lipidica (FISHER-WELLMAN; BLOOMER, 20009).

Essa peroxidagcédo ainda pode induzir a reacdo de outras cadeias de
acidos graxos laterais gerando uma reacédo em cadeia. Em proteinas, ocorre
a formacdo de carbonilas e perda de grupamentos tidis livres levando a
perda da funcdo devido a oxidacdo. As reacdes de oxidacdo podem ocorrer
em aminoacidos principalmente através dos sitios de ligacdo com metal,
levando a alteracbes na transducdo de sinais, sistemas de transporte e
atividades enzimaticas. A oxidacdo de proteinas pode ser responsavel pelo
menos em parte pela aterosclerose, pelos danos da isquemia-reperfusdo e
também pode estar associada com o envelhecimento (GRIEVE et al., 2004).
A avaliacdo de mudancas no estado redox através da glutationa também
pode ser utilizada para representar o estresse oxidativo, uma vez que a GSH
€ o0 principal antioxidante tecidual que converte equivalentes redutores do
H,O, em agua (RYAN et al., 2011).

1.3 Enriguecimento ambiental

A garantia de uma alta precisdo nos resultados em experimentos com
animais foi determinada pelos niveis elevados de padronizacdo na ciéncia
de animais de laboratério, especialmente no que diz respeito a genética,

higiene e meio ambiente, incluindo alimentacéo e a de alocacéo. Além disso,
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este alto nivel de padronizacdo tem sido o grande responsavel pela
diminuicdo no niumero de animais utilizados em pesquisas experimentais em
muitos paises nos ultimos anos (OLSSON; DAHLBORN, 2002).

O enriquecimento ambiental como um conceito experimental foi
proposto pela primeira vez por Donald Hebb, em 1947. O ambiente
enriquecido tem como referéncia o tipo padrédo de gaiola e a disposicao de
diversos estimulos aos animais, como acessos a rodas de correr, vivéncia
em grupos, e ambientes contendo brinquedos (Figura 4) (WILL et al., 2004;
TAKUMA et al., 2011). Em animais de laboratorio também foi demonstrado
gue o enriguecimento ambiental é capaz de reduzir a resposta ao estresse
em camundongos (MEIINER et al., 2007). Contudo, a compreensédo deste
efeito sobre o comportamento de roedores de laboratério se torna
necessaria, visto que néo se sabe se este pode representar nova variavel

nos estudos normalmente conduzidos.

Figura 4. Exemplo de ambiente enriquecido (Takuma et al., 2011).

A mudanca periédica dos objetos e a posicdo dos mesmos trazem
‘complexidade” ou “novidade” para os animais. Além disso, tem sido descrito
como um processo continuo de melhora cognitiva, sensorio-motora e / ou
atividade fisica (Figura 5) (NITHIANANTHARAJAH & HANNAN, 2006). Esse
ambiente induz o animal a préatica de atividade fisica voluntaria, ou seja,

diferente dos protocolos tradicionais em esteira ou nata¢cdo, em que o animal
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é forcado a fazer determinada atividade. Nesse modelo, o animal utiliza a
roda de correr e/ou interage com os brinquedos conforme a sua vontade
(ARIDA et al., 2004).

Moo Cognitive

Visual Somarosensory

Figura 5. Esquema ilustrando os efeitos sensoriais, cognitivos, motores e sociais da
exposicao de ratos ao ambiente enrigquecido (Nithianantharajah & Hannan, 2006).

Em geral, os efeitos positivos do enriquecimento ambiental
manifestam-se nas modificacbes moleculares, celulares e funcionais, que
levam a uma melhora geral no bem-estar fisiologico e fisico dos animais que
participam desta estratégia (DE LA FUENTE et al., 2011; MATTSON et al.,
2001; VAN PRAAG et al., 2000). Estudos tém demonstrado que o
enriquecimento ambiental geralmente € acompanhado de ganhos na funcéo
cerebral, principalmente os associados a aprendizagem e a memoria
(BONACCORSI et al.,, 2013; MONTAROLO et al., 2013; ADLARD et al.,
2005; HILL et al.,, 2004; FORDYCE; FARRAR, 1991). Em ratos, a
estimulacdo ambiental pode resultar no aumento do comportamento
exploratorio (LEVITSKY; BARNES, 1972) e melhorar déficits cognitivos,
preservando assim a integridade tecidual apds danos cerebrais
(PASSINEAU et al., 2001).

Na década de 60, Krech e colaboradores mostraram que roedores

expostos ao ambiente enriquecido podem ter algumas estruturas e fungcdes
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do encéfalo alteradas. Desde entdo, outros trabalhos tém mostrado que o
cortex cerebral de animais expostos ao ambiente enriquecido apresenta uma
maior espessura em comparagcdo com animais que vivem em condi¢cdes
padrdo de laboratério (ROSENZWEIG et al., 1968, ROSENZWEIG;
BENNETT, 1996; LIMA et al., 1999). Evidéncias demonstraram também que
a estimulagcdo ambiental pode colaborar na recuperacdo apds o0 evento
isquémico, aumentando o numero de neurbnios (BRIONES et al., 2004)

O estimulo neonatal previne a perda neuronal associada a idade
(PHAM et al., 1999). Outro estudo verificou que aos 27 meses de idade, os
ratos do ambiente enriquecido apresentaram melhor desempenho na
memodria de trabalho espacial do que os ratos do ambiente padrdo. Nesse
estudo, ratos enriquecidos tinham 66% a mais no critério de memoria de
trabalho do que os ratos criados de forma padrdo (KOLB, 1998). Ratos
velhos séo caracterizados, entre outros aspectos pela perda de neurdnios no
hipocampo, aumento dos niveis de corticosterona plasmatica e reducdo dos
receptores glutamatérgicos (SAPOLSKY et al., 1985). Alguns estudos que
trabalharam com enriguecimento ambiental em neonatos apontam/
demonstraram que os efeitos do enriqguecimento ambiental podem persistir
durante a maturidade (PHAM et al., 1999; WOOD et al., 2005).

Em relacdo aos parametros hemodinamicos, Azar e colaboradores
(2012) realizaram um estudo com ratas fémeas Sprague-Dawley e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) com o objetivo de verificar se um
programa de enriquecimento néo social seria eficaz na reducdo da
frequéncia cardiaca ou pressao arterial sistolica. Neste estudo os animais
eram expostos ou ndo a protocolos de estresse e enriquecimento ambiental.
No entanto, os autores verificaram que o programa de ambiente enriquecido
ndo reduziu os indicadores fisiolégicos do estresse em ratos Sprague-
Dawley ou SHR e também ndo houve alteracdes significativas na nem

pressao arterial nem na frequéncia cardiaca.

1.4 Atividade fisica voluntaria e estresse oxidativo
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O treinamento fisico promove o aumento transitério de EROs, que
desempenham um papel fundamental, pois agem como uma alavanca no
processo de adaptacdo muscular (MORTELETTE et al., 2010). A prética
regular de atividade fisica pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares,
e alguns dos efeitos benéficos do exercicio devem-se ao seu efeito sobre a
fungdo mitocondrial (DAI; RABINOVITCH; UNGVARI, 2012). Durante a
atividade fisica, a musculatura intensifica o metabolismo energético
estimulando a respiragdo celular, aumentando a captacdo de oxigénio e
produzindo maior quantidade de ATP e, consequentemente, aumentando a
producédo mitocondrial de EROs, como o O+ pela xantina oxidase e,
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) (FLOHE, 2009; JI, 1999;
LAMBERTUCCI et al., 2007; SELMAN, 2002).

Em resposta ao aumento de EROs, ocorre 0 aumento da producao e
atividade de enzimas antioxidantes. Isso ocorre devido ao pré-
condicionamento, no qual as células sdo expostas a um estado de
desbalanco redox que exige a amplificacdo de uma resposta antioxidante
gue ira prevenir a formacéo endégena de EROs ao aumentar a atividade de
enzimas mitocondriais (Figura 6) (DE LISIO et al., 2011).
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Exercicio
Aerobico

¥

Maior consumo

de oxigénio

4

Maior geracédo de
espécies reativas
de oxigénio.

Estresse

Resposta anti -
oxidante aguda
Oxidativo |
Resposta ascendente da
defesa antioxidante
Oxidagao das

proteinas
Peroxidagéo lipidica
Dano do DNA

Figura 6. Cascata de eventos e adaptacdes produzidas pelo exercicio aerébico regular que
reduzem a probabilidade de dano tecidual e adaptacdes diante do estresse oxidativo.
(McArdle et al. 2008 ADAPTADO).

H4 evidéncias da interacdo entre os efeitos protetores do
enriquecimento ambiental e o estresse oxidativo. Fernandez e colaboradores
(2004) relacionou a melhora cognitiva e motora de ratos velhos pelo
enriquecimento com a reducao simultanea do estresse oxidativo, sugerindo
um possivel mecanismo de acdo do enriguecimento ambiental.

Herring e colaboradores (2010) mantiveram ratas sob habitacao

padrdo e enriguecido a partir do dia 30 até 5 meses de idade. Os autores
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chamaram tal programa de estimulacdo fisica e cognitiva. A estimulacéo
ambiental foi capaz de atenuar os processos pro-oxidativos e desencadeou
0S mecanismos de defesa antioxidantes, tal como indicado por
biomarcadores diminuidos para oxigénio reativo e espécies de nitrogénio, a
regulacdo negativa de mediadores pro-inflamatorios e pro-oxidantes, a
diminuicdo da expressdo das caspases pro-apoptoéticas, e supra-regulacéo
de SOD1 e SOD2. Entretanto, Servais e colaboradores (2003), em estudo
semelhante com ratas nos seus primeiros meses de vida, ndo encontraram
resultados significativos em relacéo aos processos pro-oxidativos.

Em outro estudo realizado pelo mesmo grupo, com ratos Lou/C, se
verificou que atividade fisica voluntaria em longo prazo néo foi capaz de
alterar o consumo de O, nem a medida de H,O,. Em contraste, as atividades
da glutationa peroxidase e da catalase foram aumentadas significativamente,
apesar da auséncia de alteracdo na capacidade oxidativa. Os autores
concluiram que a capacidade anti-oxidante do musculo pode ser
significativamente melhorada por atividade fisica voluntaria prolongada
executada na roda de correr, sem a necessidade de um aumento na
capacidade oxidativa mitocondrial.

Estudos que analisaram o balanco redox em ratos que participaram
de um protocolo de enriquecimento ambiental verificaram que o aumento da
producdo de proteinas suprime a producdo de oxirradicais, tais como a
glutationa, e a homeostase do célcio celular, e estabiliza e inibe a cascata
bioquimica apoptoética (DRINGEN et al., 2000; MATTSON et al., 2001). Em
contraste, Hoffman e Pervaiz (2009) estudaram as doencas inflamatorias do
intestino (onde as proteinas apoptéticas e o0s niveis de TNF-alfa séo
elevados) e observaram que a atividade fisica voluntaria em rodas de correr,
durante 16 semanas melhora a capacidade antioxidante (GPx e CAT) e
reduz a expressdo de TNF-alfa nos linfécitos intestinais, mas nao reduz a
expressao de proteina pré-apoptoética apds exercicio agudo .

Em relacdo a funcdo cerebral, Arnaiz e colaboradores (2004)
apresentaram evidéncias de que ratos de 27 meses de idade em um

ambiente enriquecido mostram um melhor desempenho em memoéria de
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trabalho espacial do que os ratos criados em ambientes padrédo da mesma
idade. Como o oOxido nitrico regula a respiracdo mitocondrial, os autores
acharam relevante medir o efeito do ambiente enriquecido na atividade dos
complexos mitocondriais da cadeia respiratéria, considerando que mudancas
importantes na taxa de respiracdo devem ocorrer em associagdo com a
plasticidade sinaptica. Foi apontado que a atividade enzimatica do complexo
| foi 80% maior em ratos de ambiente enriquecido, em comparacdo com o
grupo controle. Os autores concluiram que um ambiente amplamente
enriquecido impede ratos velhos da deficiéncia associada ao envelhecimento

da cognicao espacial, plasticidade sinaptica e producéo de 6xido nitrico.
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2 JUSTIFICATIVA

Muitas estratégias tém sido propostas para permitir a manutencao de
uma excelente fungéo cardiaca com o envelhecimento, o que resulta em
uma melhor qualidade de vida e, consequentemente, maior longevidade dos
individuos. Corroborando com esta ideia o presente trabalho utilizou como
estratégia a disposicao de diferentes objetos (alternados semanalmente) que
estimulassem os animais a realizar atividade fisica voluntéria. Diferente dos
protocolos tradicionais de treinamento fisico, onde o animal é forcado a fazer
determinada atividade, neste estudo os animais foram expostos a um
ambiente enriquecido para realizarem atividade fisica conforme a sua
vontade. A maioria dos estudos trabalha com as rodas de correr, no entanto,
sé@o meios caros de estimular atividade fisica voluntaria, ainda mais quando
se pretende implementar o ambiente enriquecido como uma rotina no
biotério. Por isso, o0 presente trabalho utilizou materiais simples, faceis de
encontrar e de baixo custo, como bolinhas de papel e rolos de papelao.

A atividade fisica estimulada no presente trabalho poderia ser
relacionada a atividade fisica voluntaria de idosos, como por exemplo:
dancar no clube da terceira idade ou caminhadas semanais na praca,
guarteirdo ou praia como atividades prazerosas que, embora de baixa

intensidade, pudessem proporcionar beneficios cardiovasculares.
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3 HIPOTESE

Considerando os achados da revisdo da literatura relacionando os
beneficios do exercicio fisico nas variaveis que compdem o0 estresse
oxidativo em jovens e velhos, a hipotese do presente estudo é que o
enriquecimento ambiental, como uma forma de atividade fisica voluntaria, é
capaz de promover uma adaptacdo no perfil de estresse oxidativo no
coracdo e musculo esquelético (s6leo) — diminuindo o dano oxidativo
causado pelo envelhecimento e aumentando a atividade das enzimas
antioxidantes. Além disso, esperamos encontrar alteragbes na composicao

corporal e desempenho fisico dos animais que participaram da intervencéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar se 0 enriquecimento
ambiental, ao estimular a atividade fisica voluntaria, gera adaptacdes
cardiometabdlicas (glicose, gorduras marrom e periepididimal) e alteracbes
no perfil de estresse oxidativo no coracdo e no musculo esquelético (séleo)
em uma linhagem de ratos amplamente utlizada, wistar, diferenciada

conforme a idade.

4.2 Objetivos Especificos

e Relacionar os dados da atividade das enzimas antioxidantes com o
dano oxidativo no coracdo e musculo esquelético de ratos jovens e
velhos que participaram ou ndo do enriquecimento ambiental.

e Relacionar os efeitos do enriquecimento ambiental como atividade
fisica voluntaria relacionando os parametros de estresse oxidativo e

adaptacdes cardiometabdlicas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Considerac6es Eticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética com o seguinte
registro: CEUA-ICB/USP: 075/2011.

5.2 Animais

Os grupos de animais foram mantidos em gaiolas padrao para ratos,
mantendo-se até 5 animais para os grupos de ratos adultos jovens e até 3
animais para os grupos de ratos velhos. Os ratos adultos jovens iniciaram o
estudo com 3,5 meses, enquanto os velhos iniciaram o estudo com 15,5
meses de idade. O estudo transcorreu por 6 semanas, representando mais
1,5 meses, obtendo-se ao final, animais com 5 meses para 0s grupos de
ratos adultos jovens e 17 meses para os ratos velhos. Os animais foram
separados nos seguintes grupos: jovem controle (JC), jovem com
enriquecimento ambiental (JEA), velho controle (VC) e velho com
enriquecimento ambiental (VEA).

Antes de se dar inicio ao estudo, os animais foram pesados e
submetidos a teste de desempenho fisico em esteira ergométrica, de forma
a saber qual capacidade fisica estes animais apresentavam antes do inicio
do estudo. Este teste de desempenho foi repetido no meio do protocolo
(semana 3) e ao final do protocolo (semana 6). Ao final do protocolo, os

animais foram pesados, eutanasiados os tecidos coletados.

5.3 Enriquecimento Ambiental
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O enriquecimento foi utilizado para atender as necessidades dos ratos
Wistar e estimular atividade fisica voluntaria. Para isso, foram
proporcionados aos animais alguns objetos como rolos de papelédo e
bolinhas de papel. Para manter a atengdo dos animais, a cada semana era
mudado o objeto apresentado, alternando-se os rolos de papeldao e as
bolinhas de papel. Assim, na semana 1 foi utilizado rolo de papeldo, na
semana 2 foram utilizadas bolinhas de papel, na semana 3 novamente o rolo
de papeldo, e assim por diante. Este protocolo foi seguido até a sexta
semana, vale ressaltar que todos os dias os objetos eram trocados devido

ao seu desgaste (WILL et al., 2004 adaptado).

5.4 Coleta e pesagem dos tecidos

Apobs o término do protocolo experimental, os animais foram deixados
em jejum de 6 horas para a medida da glicemia de jejum. ApOs esse
procedimento, os animais foram pesados e eutanasiados com sobrecarga de
anestésico (xilazina 20mg/kg e ketamina 100mg/kg). Posteriormente, foram
coletados o0s seguintes tecidos: ventriculos direito e esquerdo, gordura
branca visceral (periepididimal), gordura branca subcutanea (ventral) e
gordura marrom. Todos estes tecidos foram pesados em balanca de
precisao (Denver instrumentals XP 60) e anotados.

Os valores obtidos para o peso de cada tecido e de cada animal
foram tabulados em planilhas de Excel e posteriormente foram normalizados
pelo peso corporal de cada animal.

Assim, calculamos:

[peso do tecido (g) / peso corporal (g)] x 100

Esta formula nos representa o valor percentual de cada tecido para o

animal estudado. As amostras foram congeladas em freezer — 80°C logo
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apos a coleta e pesagem. As analises do estresse oxidativo foram realizadas

com o coracdo e musculo (s6leo).

5.5 Avaliacao Glicémica

A glicemia foi obtida utilizando-se laminas de bisturi estéreis,
glicosimetro portétil Accu-Chek® e fitas apropriadas Accu-Chek®. A coleta
de sangue foi realizada momentos antes da eutanasia. Para tal, realizou-se
pequeno corte na cauda do animal e uma gota de sangue foi coletada para a
medida de glicemia.

5.6 Teste de desempenho fisico em esteira ergométrica

Para a obtencéo do desempenho fisico dos animais, realizou-se teste
maximo em esteira ergométrica (Inbramed, Millenium) adaptada para ratos.
O teste iniciou-se com velocidade de 0,3 km/h e consistiu no aumento
gradual da velocidade (0,3 km a cada 3 minutos) até a exaustdao do animal
(RODRIGUES et al., 2007 adaptado).

Foram realizados trés testes durante o protocolo de enriquecimento
ambiental: o primeiro ocorreu no inicio do protocolo, para determinar a
capacidade fisica inicial dos grupos; o segundo ocorreu na terceira semana
e o0 Uultimo ao término do protocolo experimental, ambos com finalidade de
observar alteracdes na capacidade fisica decorrente da atividade fisica
voluntaria promovida pelo protocolo. Os animais ndo foram adaptados a
esteira previamente aos testes de esfor¢cos para nao interferir no programa

de estimulo com o enriquecimento ambiental.

5.7 Atividade das enzimas marcadoras do metabolismo oxidativo
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A atividade das enzimas marcadoras do metabolismo oxidativo foi
realizada em colaboracdo com o laboratério do Prof Dr Rui Curi. Esta andlise
foi selecionada como um marcador metabdlico nos permitindo ou néo
associar a melhora na performance ao protocolo de atividade fisica

voluntaria. O tecido utilizado foi o musculo séleo.

5.7.1 Atividade da citrato sintase

A citrato sintase foi analisada como descrito por Alp e colaboradores

(1976). O meio de ensaio consistiu de 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de
EDTA, 0,2 mM de DTNB, 0,1 mM de acetil-CoA, 0,5 mM de oxaloacetato e
0,05% de Triton X-100. O volume total do ensaio foi de 165 e 10 uL do
homogenato foi adicionado. O ensaio foi iniciado pela adicdo de

oxaloacetato.

5.7.2 Atividade da hexoquinase

A analise da hexoquinase foi realizada conforme descrito por Crabtree
& Newsholme (1972). O meio de ensaio consistiu em 75 mM de Tris-HCI, 7,5
mm de MgCI2, 0,8 mM de EDTA, 1,5 mM de KCI, 4 mM 2 mercaptoetanol,
0,4 mM de NADP +, ATP 2,5 mM, 1 mM de glucose, 1,4 unidades de
desidrogenase de glicose-6-fosfato , 0,05% de Triton X-100. O volume total
do ensaio foi de 165 pL e 10 pL do homogenato foi adicionado. O ensaio foi

iniciado pela adicéo de glicose.

5.8 Avaliacao do perfil de estresse oxidativo

5.8.1 Quantificagdo de proteinas
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As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores (1951), que utiliza como padrdo uma solugdo de albumina
bovina na concentragdo de 1 mg/mL. A medida foi efetuada em
espectrofotometro a 625 nm e os resultados expressos em mg/mL.

5.8.2 Dosagem de Carbonilas

O ensaio para deteccao das carbonilas € uma das técnicas utilizadas
para a determinacdo de proteinas modificadas oxidativamente (REZNICK;
PACKER, 1994). O tecido utilizado foi homogeneizado de tecido cardiaco e
musculo soéleo. A técnica se baseia na reacdo das proteinas oxidadas do
plasma sanguineo com 2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH) em meio acido,
seguido de sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos e
incubacédo final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das carbonilas
sera medida em um espectrofotbmetro a 360nm, num meio de reacéo
contendo os seguintes reagentes: Guanidina (6M) em HCI (2,5M) pH= 2,5;
2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH) em HCI (2,5M); TCA 20%; TCA 10%;
Etanol - acetato de etila 1:1 (V/V). Paralelamente foi realizada a curva
padrdo de proteina, com albumina, com a absorbéancia lida em 280nm. Os

resultados estdo expressos em nmoles por mg de proteina.

5.8.3 Quimiluminescéncia (QL)

O método consiste na adicdo de um hidroperéxido orgéanico de origem
sintética ao homogeneizado de tecido, para avaliacdo da capacidade de

resposta produzida pela amostra. O tecido utilizado foi homogeneizado de
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tecido cardiaco. A realizacédo deste tipo de teste consiste no fato de que os
hidroperoxidos sao espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com
lipidios por um mecanismo radicalar que gera produtos que emitem luz pela
amostra em estudo. A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta
Liquid Scintilation Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma,
Sweden) com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando o canal
de tritio. As determinacgdes foram realizadas em sala escura, com frascos de
vidro mantidos na penumbra, a fim de evitar a ativagdo da fosforescéncia
pela luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi realizado o ensaio
consistiu de uma solucédo reguladora (KCI 140mM e fosfatos 20mM) em pH
7,4. Foi realizada uma leitura inicial, considerando a emissao de luz basal
pelo homogeneizado. O hidroperoxido organico utilizado foi o hidroperoxido
de terc-butila a 400mM. Foi medida a emisséo de luz e, desta, descontada a
emissdo basal para fins de célculos. Os resultados foram expressos em
contagens por segundo (cps) por miligrama (mg) de proteina, para o
homogeneizado de tecido (GONZALEZ et al. 1991).

5.8.4 Medida de Per6xido de Hidrogénio (H20,)

O método esta baseado na oxidacdo do vermelho de fenol pelo
peroxido de hidrogénio mediado pela peroxidase de rabanete, resultando
num produto que absorve em 610 nm. O tecido (coracéo) foi incubado por 60
minutos em tampédo fosfato 10 mM (NaCl 140 mM e dextrose 5mM). O
sobrenadante foi coletado e adicionado na solucdo tampao de vermelho de
fenol 0,28 mM e peroxidase de rabanete 8,5 U/mL. ApGs o intervalo de 5
minutos, foi adicionado NaOH 1N e efetuada a leitura a 610 nm. O
resultados estdo expressos em nmoles de H,O, por mg de proteina (PICK;
KEISARI 1980).

5.8.5 Determinacéo da atividade da catalase
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A atividade da enzima catalase € diretamente proporcional a taxa de
decomposicdo do perdxido de hidrogénio, obedecendo a uma cinética de
pseudo-primeira ordem. Sendo assim, a atividade da catalase pode ser
medida através da avaliagdo do consumo do perdxido de hidrogénio. O
método consiste em avaliar a diminuicdo da absorbéncia no comprimento de
onda de 240 nm. A analise foi realizada com homogeneizado de tecido
cardiaco e muasculo séleo. Os resultados estdo expressos em pmoles por mg
de proteina (AEBI, 1984).

5.8.6 Determinacéao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A técnica baseia-se na capacidade de inibicdo da auto-oxidacdo do
pirogalol pela SOD. Portanto, quanto maior a concentracdo de SOD na
amostra, menor a auto-oxidacdo do pirogalol. Foi utilizada uma solucéo
tampéao (Tris-base na concentracdo de 50 mM; EDTA a 1mM, e HCI para
atingir o pH 8,2), pirogalol 24mM (em &cido cloridrico a 10mM) e catalase a
30uM. Para que os valores de inibicdo, dados em percentagem, foram
transformados em unidade de SOD, foi utilizado um fator de calibragdo. A
analise foi realizada com homogeneizado de tecido cardiaco e musculo
sbleo. O resultado foi dado em unidade de SOD por mg de proteina
(MARKLUND, 1985).

5.8.7 Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada medindo-se o consumo de
NADPH na reacéo de reducdo da GSSG a GSH. Foi observada a diminuicao

de absorbancia do NADPH a 340nm.A andlise foi realizada com
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homogeneizado de tecido cardiaco. Os resultados foram expressos em
picomol por minuto por mg de proteina (FLOHE; GUNZLER 1984).
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em médiatEPM. O teste de
normalidade utilizado foi o Shapiro-Wilks. Posteriormente, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA) de dois fatores, seguida do pdés-teste de

Bonferroni.
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7 RESULTADOS

7.1 Perfil cardiometabdlico

Os resultados apresentados a seguir foram expressos em média +
EPM. De forma geral, os resultados nos evidenciam padrdes de resposta ao
enriguecimento ambiental diferentes entre jovens e velhos. O
enriguecimento ambiental ndo alterou o peso corporal dos animais (Grafico
1), sendo que os ratos velhos apresentaram-se mais pesados que 0s ratos

jovens, como esperado.
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Gréfico 1. Valores de peso corporal (g) dos grupos estudados. As barras apresentam
médiatEMP. Foi analisado estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) de 2
vias e aplicado o pés-teste de Bonferroni, com n= 7 animais. J= jovem; V= velho;
Enriquecido= Enriguecimento Ambiental. *Diferente do J controle. Significancia P<0,05.

Quanto aos tecidos adiposos, a gordura branca subcutanea, a
gordura branca periepididimal e a gordura marrom, apresentaram importante
variacdo apenas na gordura marrom e gordura branca periepididimal
(Gréafico 5 e Gréafico 6). E possivel observar que a gordura marrom se
apresenta em maior tamanho nos animais jovens e, como esperado,
reduzida nos animais velhos controles. Contudo, nos animais jovens o
enriquecimento ambiental foi capaz de reduzir esta gordura e aumenta-la

nos animais velhos (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Valores da relacdo gordura marrom /peso corporal [(g/g) x 100] dos grupos
estudados. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente através da
andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pos-teste de Bonferroni, com n= 7
animais. * Diferente do J controle **Diferente do V Controle. J= jovem; V= velho; EA=
Enriquecimento Ambiental. Significancia P<0,05.

Entre os grupos de animais jovens ndo ha diferenca significativa na
relacdo gordura periepididimal/peso corporal. Entretanto, no grupo de
animais velhos é possivel observar reducédo desta relacdo no grupo VEA

comparado ao grupo VC (Gréfico 3).
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Grafico 3. Valores da relagdo gordura periepididimal/peso corporal [(g/g) x 100] dos grupos
estudados. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente através da
andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pos-teste de Bonferroni, com n= 7
animais. * Diferente do V controle. J= jovem; V= velho; EA= Enriqguecimento Ambiental.
Significancia P<0,05.

Em relacdo a glicemia avaliada ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. De forma geral, os animais mantiveram-se

euglicémicos, variando as médias entre 110 a 125mg/dL (Gréfico 4).
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Gréfico 4. Niveis de glicemia no sangue (mg/dL). As barras apresentam médiatEMP. Foi
analisado estatisticamente através da analise de varidncia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o
pés-teste de Bonferroni, com n= 7 animais. J= jovem; V= velho; EA= Enriquecimento
Ambiental. Significancia P<0,05.

A razdo coracdo/peso corporal ndo demonstrou diferencas

significativas (Grafico 5) nem nos animais jovens, nem nos velhos.
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Gréfico 5. Razdo entre coracdo e peso corporal (g/g) nos grupos estudados. As barras
apresentam médiaxtEMP. Foi analisado estatisticamente através da andlise de variancia
(ANOVA) de 2 vias e aplicado o pos-teste de Bonferroni, com n= 7 animais. J= jovem; V=
velho. EA: Enriquecimento ambiental. Significancia P<0,05.

7.2 Desempenho fisico e enzimas marcadoras do metabolismo

oxidativo

A avaliacdo do desempenho fisico apresentou resultados
extremamente relevantes, visto que mostrou diferentes padrées de resposta
entre jovens e velhos. O Grafico 6 A e C apresenta as velocidades atingidas
durante os testes de desempenho 1 (semana 0), 2 (semana 3) e 3 (semana
6) de estudo. E possivel observar que os jovens ndo apresentaram alteracéo
de desempenho na esteira durante todo o estudo, nem de velocidade
alcancada (Gréafico 6A) e nem de tempo de corrida (Grafico 6B). Ja os
animais do grupo VEA apresentaram alteracdo de desempenho na esteira,
ou seja, aumento de velocidade alcancada e tempo de corrida (Gréafico 6C)

nos testes 2 e 3 comparados ao grupo VC (Grafico 6D).
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Gréfico 6. Valores de velocidade (km/h) (A e C) e tempo (s) (B e D) alcancados em esteira
ergométrica durante o teste de desempenho fisico (Teste Maximo). A e C - Sdo mostrados
0s testes em separado para jovens (A) e velhos (C). B e D - Sdo mostrados os testes em
separado para jovens (B) e velhos (D) *Diferente do 1. As barras apresentam médiatEMP.
1, 2, 3 correspondem aos periodos em que foram realizados o teste de esforco. 1: inicio do
estudo; 2: no meio do estudo e 3: no final do estudo. Enriquecido= Enriquecimento
Ambiental. Significancia P<0,05.

A enzima citrato sintase mostrou atividade reduzida no grupo VC
comparado ao JC, o que seria esperado para individuos velhos. No entanto,
esta reducdo desaparece com o enriguecimento ambiental, ndo havendo

diferenca significativa entre os grupos VEA e JEA (Gréfico 7).
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Gréfico 7. Atividade da enzima citrato sintase (CS) (nmol.min-1gww-1) em homogeneizado
de musculo séleo. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente
através da analise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pos-teste de Bonferroni,
com n= 7 animais. J= jovem; V= velho. EA: Enriquecimento ambiental. *Diferente do J
controle. Significancia P<0,05.

Quando avaliamos a atividade da enzima hexoquinase, nao
observamos diferengas entre 0s grupos, nem para 0s animais jovens, nem

para os velhos (Grafico 8).
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Gréfico 8. Atividade da enzima hexoquinase (nmol.min-1gww-1) em homogeneizado de
musculo séleo. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente através
da analise de varidncia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pés-teste de Bonferroni, com n= 7
animais. J= jovem; V= velho. EA: Enriquecimento ambiental. SignificAncia P<0,05.

7.3 Analises do perfil de estresse oxidativo

7.3.1 Analise do dano oxidativo no tecido cardiaco

Em relacdo ao perfil de estresse oxidativo, analisando o0s pro-

oxidantes é possivel observar que as carbonilas (determinacéo de proteinas
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modificadas oxidativamente) se apresentam reduzidas no VC comparado ao
JC. Por outro lado, o EA foi capaz de reduzir o dano as proteinas nos ratos
jovens (grupo JEA - Grafico 9).
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Gréfico 9. Representacdo grafica dos resultados obtidos na analise de carbonilas
(determinacdo de proteinas modificadas oxidativamente) (nmoles/mg de proteina) em
homogeneizado de tecido cardiaco. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pds-teste
de Bonferroni, com n= 4 a 7 animais. J= jovem; V= velho; Enriquecido= Enriquecimento
Ambiental. *Diferente do J controle. Significancia P<0,05.

A quimiluminescéncia (QL), um indicador de peroxidacao lipidica,
mostrou reducdo da peroxidacdo lipidica nos grupos VC, JEA e VEA
comparados ao grupo JC. Entretanto o grupo VEA se encontra aumentado

comparado aos grupos JEA e VC (Grafico 10).
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Gréfico 10. Representacdo grafica dos resultados obtidos na andlise de Lipoperoxidacao
por Quimiluminescéncia (QL) (contagem por segundo por mg de tecido) em homogeneizado
do tecido cardiaco. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente
através da andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pés-teste de Bonferroni,
com n= 4 a 7 animais. J= jovem; V= velho; EA= Enriquecimento Ambiental *Diferente do J

controle. ** Diferente do V controle. # Diferente do JEA. Significancia P<0,05.

Na analise de H,O, foi possivel verificar uma reducdo no grupo JEA
comparado ao JC. Os demais grupos (VC e VEA) também possuem valores

de H,0O; significantemente menores comparados ao JC (Grafico 11).
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Gréfico 11. Representacdo grafica dos resultados obtidos na andlise de peréxido de
hidrogénio (H202) (nmoles/ mg de tecido) em homogeneizado de tecido cardiaco. As barras
apresentam médiaztEMP. Foi analisado estatisticamente através da andlise de variancia
(ANOVA) de 2 vias e aplicado o pos-teste de Bonferroni, com n= 4 a 7 animais. J= jovem;
V= velho; EA= Enriquecimento Ambiental. *Diferente do J controle. SignificaAncia P<0,05.

7.3.2 Analise da atividade das enzimas antioxidantes no tecido

cardiaco.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, conforme demonstrado a
seguir, a atividade da enzima catalase (CAT) encontra-se reduzida nos

grupos JEA e VEA comparada aos grupos JC e VC (Grafico 12).
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Gréfico 12. Representacdo grafica dos resultados obtidos na andlise de peréxido de
hidrogénio (H202) (nmoles/ mg de tecido) em homogeneizado de tecido cardiaco. As barras
apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente através da andlise de variancia
(ANOVA) de 2 vias e aplicado o pés-teste de Bonferroni, com n= 4 a 7 animais. J= jovem;
V= velho; EA= Enriquecimento Ambiental * Diferente do J Controle. Significancia P<0,05.

O resultado da SOD mostrou aumento significativo no grupo VEA

comparado ao VC. Além disso, o grupo VC apresenta-se reduzido
comparado ao grupo JC (Grafico 13).
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Gréfico 13. Representacdo grafica dos resultados obtidos na andlise da enzima
antioxidante Super6xido Dismutase (Unidades de SOD/ mg de tecido) em homogeinezado
de tecido cardiaco. As barras apresentam médiaxtEMP. Foi analisado estatisticamente
através da andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pés-teste de Bonferroni com
n= 4 a 7 animais. J= jovem; V= velho; EA= Enriqguecimento Ambiental. *Diferente do J
controle.# Diferente do V controle. Significancia P<0,05.

A atividade da enzima antioxidante GPx ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos. Contudo, € possivel observar uma tendéncia de
aumento nos grupos enriquecidos, especialmente nos velhos, onde o grupo
VEA apresenta um aumento de 30% em relacdo ao VC. Talvez se
tivéssemos um numero maior de amostra para esta analise teriamos

conseguido encontrar diferenca estatistica (Grafico 14).
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Gréfico 14. Atividade da enzima antioxidante Glutationa Peroxidase (GPx) (picomo por
minuto/mg de proteina) em homogeneizado de tecido cardiaco. As barras apresentam
médiatEMP. Foi analisado estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) de 2
vias e aplicado o pés-teste de Bonferroni, com n= 4 a 7 animais. J= jovem; V= velho; EA=
Enriquecimento Ambiental. Significancia P<0,05.

7.3.3 Analise do dano oxidativo no musculo soleo

Assim como no tecido cardiaco, no musculo (s6leo) a carbonila
apresenta-se reduzida no grupo VC comparado ao JC. Com o EA é possivel
observar reducédo do dano as proteinas no grupo JEA (Grafico 15). Como
observado nos coragdes, o musculo séleo dos velhos também néo

apresentou resposta favoravel (de reducéo) apés o EA.
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Gréafico 15. Representacdo grafica dos resultados obtidos na analise de carbonilas
(determinacdo de proteinas modificadas oxidativamente) (nmoles/mg de proteina) em
homogeneizado de musculo (s6leo). As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado
estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pOs-teste
de Bonferroni, com n= 7 animais. J= jovem; V= velho; EA= Enriquecimento Ambiental.
*Diferente do J controle. Significancia P<0,05.

Diferente do resultado da QL no coragédo, no musculo séleo nédo ha
diferenca entre os grupos VC e JC. No entanto, o EA é capaz de reduzir a

lipoperoxidacdo no grupo JEA (Gréfico 16).
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Gréfico 16. Representacdo gréafica dos resultados obtidos na analise de Lipoperoxidacao
por Quimiluminescéncia (QL) (contagem por segundo por mg de tecido) em homogeneizado
no musculo (séleo). As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente
através da analise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pds-teste de Bonferroni,
com n= 7 animais. J= jovem; V= velho; EA= Enriqguecimento Ambiental *Diferente do J
controle. Significancia P<0,05.

A enzima antioxidante catalase reduz no nos grupos JEA e VEA
comparada aos seus respectivos grupos controles. Aléem disso, a atividade
da catalase encontra-se menor no grupo JEA comparada ao grupo VEA
(Gréfico 17).
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Gréfico 17. Atividade da enzima antioxidante catalase (pmol/mg tecido) em homogeneizado
do musculo séleo. As barras apresentam médiatEMP. Foi analisado estatisticamente
através da andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pos-teste de Bonferroni,
com n= 7 animais. J= jovem; V= velho; EA= Enriquecimento Ambiental * Diferente do J
Controle. ** Diferente do V Controle. # Diferente do VEA Significancia P<0,05.

Ja a enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) encontra-se
menor no grupo JEA comparado ao JC. No grupo VEA o resultado é
semelhante ao encontrado no coracado, pois ha um aumento da atividade da

SOD neste grupo comparado ao VC (Gréfico 18).

10+
Kok

Superdxido Dismutase (SOD)
Usod/mg proteina

0—F4 T
]V T,

Cdntrule EA




61

Grafico 18. Representacéo grafica dos resultados obtidos na analise da atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase (U SOD/mg proteina) em homogeneizado no musculo
s6leo. As barras apresentam média+tEMP. Foi analisado estatisticamente através da analise
de variancia (ANOVA) de 2 vias e aplicado o pOs-teste de Bonferroni, com n= 7 animais. J=
jovem; V= velho; EA= Enriquecimento Ambiental. *Diferente do J controle.**Diferente do V
controle. # Diferente do VEA. Significancia P<0,05.
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8 DISCUSSAO

8.1 Medidas morfométricas

O aumento significativo do peso do grupo de ratos velhos comparado
aos jovens ja era esperado. Com o passar do tempo, h& tendéncia a ganho
de peso pelo aumento do tecido adiposo e perda de massa muscular e
O0ssea (HUGHES et al., 2004). No entanto, o protocolo de enriquecimento
ambiental utilizado neste estudo né&o foi capaz de alterar o peso dos animais.
Nesse sentido, Araujo e colaboradores (2010) disponibilizou por 8 meses
tubos de PVC para enriquecer as caixas dos ratos em um biotério de criacéo
e também nédo encontrou alteracdes significativas no peso.

Em relacdo aos tecidos adiposos, foi possivel observar um resultado
até entdo pouco explorado em trabalhos com enriquecimento ambiental. A
gordura marrom se apresenta em maior tamanho nos animais jovens.
Contudo, nos animais jovens que participaram da intervencdo, o
enriquecimento ambiental foi capaz de reduzir de forma importante esta
gordura. O adipdcito marrom tem como principal caracteristica regular a
producédo de calor e consequentemente a temperatura corporal, ou seja, ser
termogénico (VIRTANEN et al., 2009). A alta concentracdo de citocromo
oxidase das mitocondrias contribui para a coloracdo mais escurecida do
tecido adiposo; essa proteina permite que esse tecido utilize acidos graxos
como substrato para a producédo de calor (CANNON; NEDERGAARD, 2004).
Esse tecido esta relacionado com a manutencéo da temperatura corporal, 0
gue pode explicar o fato de estar aumentada nos ratos jovens comparados
aos ratos velhos, ja que a termorregulacéo sofre a influéncia do processo de
envelhecimento (OH-ISHI et al., 1996).

A avaliacdo da gordura visceral baseou-se na relacdo gordura
periepididimal/peso corporal, sendo que observamos que o EA é capaz de

reduzir esta relagdo nos ratos velhos. Se levarmos essa relacdo para
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humanos, veremos que, com o envelhecimento, a distribuicdo da gordura
corporal se acentua no tronco e menos nos membros. Dessa forma, a
gordura abdominal eleva o risco para doencas metabdlicas, sarcopenia e
declinio de fun¢bes (HUGHES et al., 2004). Matsudo e colaboradores (2000)
relatam que, o aumento da gordura corporal total e redugcdo do tecido
muscular pode ocorrer principalmente devido a diminuicdo da taxa de
metabolismo basal e do nivel de atividade fisica. Voltando ao nosso modelo
experimental, observamos que 0s animais jovens nao apresentam alteracéo
em funcdo do EA, mas a gordura periepididimal reduz nos ratos velhos.
Nesse sentido, Fiatarone-Singh (1998) relata que com o envelhecimento ha
aumento da gordura peripiedidimal, e nosso estudo mostra que o EA é capaz
de reduzir esta gordura, apresentando um efeito benéfico neste grupo

estudado.

8.2 Glicemia

Armario e colaboradores (1986) mostrou que ratos submetidos a
protocolo de estresse (expostos a urina de gato) tinham os niveis de
glicemia alterados. Além disso, Perez e colaboradores (1997) detectaram
niveis anormais de glicose em ratos submetidos a outro tipo de estresse,
mantidos em gaiolas individuais. No nosso estudo a glicemia ndo se mostrou
diferente entre os grupos JEA, JC, VEA e VC, o que pode ser explicado pelo
fato dos animais néo terem sido submetidos a protocolos estressantes e néo

terem sido alojados em gaiolas individuais.

8.3 Desempenho fisico
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Sao escassos na literatura estudos que avaliam o desempenho fisico
de animais submetidos ao enriquecimento ambiental. No presente estudo,
podemos observar que o EA ndo foi capaz de promover aumento na
velocidade alcancada, nem no tempo de corrida nos testes de esfor¢co dos
animais jovens. Ja os animais do grupo VEA apresentaram alteracdo de
desempenho na esteira, ou seja, aumento de velocidade alcancada e tempo
de corrida nos testes 2 e 3 comparados ao grupo VC. O grupo VC néo
mostrou diferenga significativa entre os testes (1, 2, 3), e esse resultado se
deve também ao envelhecimento associado ao sedentarismo, confirmando
os achados em outros estudos que submeteram ratos idosos a protocolo de
teste de esforco semelhante ao nosso (WRIGHT, 2014; ENOKA, 1997).
Matsudo (2002) relata que o exercicio fisico ndo consegue interromper o
processo de envelhecimento biologico, mas pode reduzir o seu impacto
sobre o desempenho. Dessa forma, verificamos que a atividade fisica
voluntaria nos animais velhos, mesmo que ndo seja semelhante aquela
obtida em protocolos de treinamento fisico, promoveu uma melhora do

desempenho em esteira.

8.4 Atividade das enzimas marcadoras do metabolismo oxidativo

A atividade da citrato sintase (CS) tem sido usada como um
biomarcador da densidade mitocondrial do muasculo esquelético e sua
capacidade oxidativa celular. A literatura descreve que o exercicio fisico
pode induzir o aumento da atividade da citrato sintase (BISHOP et al., 2014;
KOLTAI et al., 2012; OGURA et al. 2011). No presente estudo, a atividade da
enzima citrato sintase € mais elevada no grupo JC em comparagdao com o
grupo VC. Com a intervencado através de EA, pode-se ver que a diferenca
entre 0s grupos de jovens e velhos desaparece. Koltai et al. (2012), em um
estudo com ratos submetidos a treinamento fisico moderado em esteira,
descobriu que ha reducédo da atividade da enzima CS no grupo de ratos

sedentarios em compara¢cdo com 0s animais do grupo jovem sedentario, que
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foi revertida pelo exercicio. Resultados semelhantes foram encontrados em
outros estudos em camundongos (OGURA et al. 2011, LEICK et al. 2010,
BETIK et al. 2009, KLITGAARD et al., 1985). Em um estudo transversal com
seres humanos, Rimbert et al. (2004) constataram que a atividade da CS foi
menor nos idosos sedentarios e ativos comparativamente com individuos
jovens sedentarios e ativos correspondentes para a atividade diaria avaliada
pelo questionario Baecke. Em nosso estudo, esta redugdo s6 aparece no
grupo VC comparado com o JC. Também em humanos, Crane (2010) e
colaboradores descobriram que a atividade reduzida da CS tem sido
relatada em idosos em comparacdo com individuos jovens igualmente
ativos. Embora nosso estudo nao tenha demonstrado essa reducéo no grupo
VEA em comparacdo com o grupo JEA, é possivel observar que a diferenca
entre as idades desapareceu ap0s a exposicdo ao EA. Nesse caso, 0 grupo
VEA apresentou atividade da CS semelhante ao JEA, o que indicaria que a
atividade fisica voluntaria atua na prevencdo dos efeitos deletérios do
envelhecimento celular.

Ndo € possivel identificar diferenca significativa na andlise da
atividade da hexoquinase. Existem poucos estudos relacionando o
envelhecimento, o treinamento fisico e atividade da hexoquinase. Na
literatura é possivel encontrar que o treinamento fisico moderado foi capaz
de aumentar a atividade desta enzima (LEICK, 2010; GULVE et al., 1993;
SANCHEZ, 1991); o contrario do observado em nosso estudo. Talvez o
modelo de atividade fisica voluntaria de baixa intensidade utilizada em nosso
estudo nao foi o suficiente para causar alteracdes significativas na atividade

desta enzima.

8.5 Perfil de estresse oxidativo

A partir de uma revisao de literatura atual verificamos que 0 nosso

estudo € o primeiro a analisar o perfil de estresse oxidativo de ratos jovens e
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velhos expostos ao modelo simples e acessivel de enriquecimento
ambiental. Verificamos que o perfil de estresse oxidativo de ratos jovens e
velhos responde de maneira diferente a intervencdo com o protocolo de EA,
podendo estar associado a adaptacdes de enzimas antioxidantes e reducéo
do dano oxidativo, como sera detalhado a seguir.

Harman e colaboradores (1956) prop6s pela primeira vez a teoria dos
radicais livres do envelhecimento, mostrando que a producdo de EROs é um
dos principais determinantes de dano. Os efeitos deletérios de EROs em
varias células e 6rgaos podem conduzir um declinio funcional dependente da
idade, levando a doencas degenerativas (NAVARRO; BOVERIS, 2007).

As concentracfes de peroxido de hidrogénio, uma espécie reativa de
oxigénio, apresentaram-se reduzidas ap0s 6 semanas de protocolo de
atividade fisica voluntaria no grupo JEA. As concentracdes de H,O, nos
grupos VC e VEA se apresentaram menores comparadas ao JC. Porém,
entre os grupos VC e VEA nao verificamos diferenca significativa.
Acreditamos que essa reducao encontrada no grupo JEA comparado ao JC
se deve a uma adaptacdo no sistema de defesa ndo enzimatico no tecido
cardiaco.

Uma das vias de eliminacdo do peroxido de hidrogénio € a sua
conversdo em agua e oxigénio pela enzima catalase. No presente estudo, no
tecido cardiaco, a atividade dessa enzima encontra-se reduzida de forma
significativa nos grupos JEA e VEA comparados ao JC. Ja no musculo soleo
também é possivel encontrar reducéo significativa do grupo VEA comparado
ao VC. A expressdo de catalase varia em tecidos diferentes do mesmo
animal estando particularmente concentrada no figado e nos eritrécitos. O
encéfalo, o coracdo e os muasculos esqueléticos apresentam pequenas
guantidades desta enzima (HALLIWELL, 1991; FERREIRA, 1997). Talvez
por causa da reducdo da quantidade de perdéxido de hidrogénio no grupo
JEA, ndo seja necessario o aumento da atividade da enzima catalase, ou
outra enzima antioxidante esteja agindo, ou ha acédo do sistema de defesa

antioxidante ndo enzimatico.
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Analisando a enzima antioxidante SOD, que catalisa a formacdo do
peréxido de hidrogénio a partir de anion superoxido, observamos um
aumento da sua atividade apenas no grupo VEA (tanto no tecido cardiaco
guanto no musculo séleo). Vaanholt e colaboradores (2008) submeteram
varios grupos de animais de 2 a 26 meses a atividade fisica voluntaria com
rodas de correr. Os autores relataram que a atividade enzimatica de SOD e
GPx se apresentou diminuida com a idade, mas que a atividade fisica
voluntaria foi capaz de aumentar os niveis de SOD no figado.

Durrant e colaboradores (2009) submeteram ratos jovens e ratos
velhos & atividade fisica voluntaria através das rodas de correr. Os autores
verificaram que a atividade fisica ndo s6 aumentou a atividade total de SOD
em aortas de ratos velhos, mas também melhorou o aumento da expressao
da subunidade p67 da NADPH-oxidase e o aumento da atividade da
NADPH-oxidase nas aortas dos ratos velhos. Eles também relacionaram o
aumento da atividade antioxidante da SOD com a restauracdo da perda
associada a idade da dilatacdo vascular endotélio-dependente por
supressdo do estresse oxidativo. Com base neste estudo, em comentario a
edicdo do Journal of Physiology, Lombard (2009) descreve que os efeitos
benéficos da atividade fisica voluntaria nos ratos velhos sdo mediados
através de mecanismos pro-oxidantes e anti-oxidantes. A autora faz uma
analogia da atividade fisica voluntaria as longas caminhadas do idoso na
beira da praia, ou seja, a pratica de atividade fisica por lazer.

A GPX é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducéo do
H,O, e hidroperoxidos organicos (ROOH) para H,O e alcool, usando a
glutationa (GSH) como doador de elétrons (FLOHE; GUNZLER, 1984). Esta
localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. A atividade da
enzima antioxidante Gpx foi analisada apenas no coracdo e ndo mostrou
alteracdes significativas entre os grupos; talvez se o tamanho amostral fosse
maior para esta analise, seria possivel encontrar diferenca significativa, pois,
embora os desvios se apresentem elevados, ha tendéncia no aumento
(30%) da atividade da Gpx nos grupos JEA e VEA e que explicaria dois

resultados:
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- O aumento significativo da SOD no grupo VEA que n&o foi
acompanhado do aumento do peréxido de hidrogénio. Talvez a GPx esteja
agindo na remoc¢do do peroxido de hidrogénio, por isso ndo ha diferenca
significativa na concentracdo de H;O, no grupo VEA e também ndo ha
alteracdo na atividade da enzima catalase neste grupo.

- A reducéo da concentracdo de peroxido de hidrogénio no grupo JEA
ndo é acompanhada pelo aumento da atividade da enzima catalase. Se nédo
€ a catalase que esta removendo o peréxido de hidrogénio, talvez seja a
enzima GPx, ja é possivel observar uma tendéncia a aumento na atividade
da GPx no grupo JEA.

A literatura descreve que o0 envelhecimento aumenta a
lipoperoxidacdo (DE ANGELIS et al., 1997; GUARNER; RUBIO-RUIZ, 2012;
SIQUEIRA et al., 2005). Entretanto, no tecido cardiaco encontramos 0 grupo
VC com valores de lipoperoxidacdo reduzidos comparados ao JC; esta
diferenca ndo foi encontrada no musculo soleo. Apos 6 semanas de EA
houve um aumento significativo da lipoperoxidacdo nos animas velhos no
tecido cardiaco; este aumento ndo ocorre no muasculo soleo. Se
observarmos a atividade das enzimas antioxidantes nos ratos velhos
controles, verificamos que estas também se apresentam de forma reduzida,
indicando que se ha dano reduzido ndo ha motivo para o aumento de defesa
antioxidante. No entanto, vale ressaltar que o peréxido de hidrogénio pode
ser reduzido através da reacdo de Fenton (Fe?*/ CU") ou Haber Weiss para
um radical hidroxil (OH ¢), sendo este uma das espécies mais reativas.
Assim, estardo expostos a maior risco de dano oxidativo os acidos nucleicos
mitocondriais, lipidios e proteinas (DAI; RABINOVITCH, 2009). Sendo assim,
uma hipotese para explicar o aumento da lipoperoxidacdo no grupo VEA
(tecido cardiaco) seria que o peréxido de hidrogénio foi reduzido através de
algumas das reac¢fes descritas e formado mais radical hidroxil e este esteja
agindo no aumento da lipoperoxidacdo. As analises de estresse oxidativo
foram realizadas em todos os grupos somente no final do estudo, talvez se
houvesse uma analise temporal do estresse oxidativo durante a intervencao

poderiamos entender melhor o tempo e a sequéncia em que ocorreram as
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alteracdes; ou se o tempo de intervencao com EA fosse maior, poderiamos
encontrar reducéo na lipoperoxidagao no grupo VEA.

Ja nos ratos jovens a andlise de dano por quimiluminescéncia
mostrou que a lipoperoxidagao reduziu de forma significativa nos ratos
jovens que participaram do protocolo de EA, tanto no tecido cardiaco quanto
no muasculo sé6leo. Nas membranas, a lipoperoxidagdo se inicia com a
reacdo do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado da membrana celular
com a ERO, promovendo, dessa forma, a perda da seletividade na troca
ibnica e formacdo de produtos citotoxicos, provocando em muitos casos a
morte celular (HERSHKO, 1989). Corroborando com 0s nossos resultados é
possivel encontrar reducéo de lipoperoxidacdo em outros modelos de EA
(rodas de correr). Cechetti e colaboradores (2012) utilizaram o protocolo de
EA com rodas de correr 3 vezes na semana durante 12 semanas em
camundongos machos jovens submetidos a isquemia cerebral. Eles
verificaram que o EA foi capaz de reduzir a lipoperoxidacéao lipidica no cortex
cerebral dos animais enriquecidos.

Da Silva e colaboradores (2009) compararam o efeito de diferentes
modelos de exercicio aerobio (corrida continua, treinamento intervalado e
corrida  em declive) sobre parametros de estresse oxidativo de
camundongos. Os animais foram treinados durante 8 semanas. Os
resultados deste estudo mostraram reducéo na lipoperoxidacao e carbonilas
dos grupos treinados nos modelos de corrida em declive e corrida continua,
juntamente com um aumento expressivo da enzima antioxidante SOD. No
nosso estudo, o dano a proteina avaliada através das carbonilas se mostra
reduzido de forma significativa no grupo JEA comparado ao grupo JC, tanto
no tecido cardiaco quanto no musculo séleo.

Griebasch e colaboradores (2008) verificaram no modelo de ratos
jovens (Sprague-Dawley) com trauma cerebral, que apenas 7 dias de
estimulo de atividade fisica voluntaria em rodas de correr foi capaz de
reduzir as carbonilas no tecido cerebral, em especial no hipocampo. Szabo e
colaboradores (2010) verificaram que 14 dias de atividade fisica voluntaria

7

por si s6 é capaz de reduzir significativamente as carbonilas no tecido
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cerebral, em especial no lado ipsilateral do cortex no modelo de ratos jovens
(Sprague-Dawley) com trauma cerebral.

Os ratos do grupo VC, assim como na medida de lipoperoxidacéo, se
mostraram com valores de carbonilas reduzidos comparado aos JC, sendo
este resultado mantido apds 6 semanas de exposicdo ao EA. A SOD
também se mostrou reduzida no grupo VC comparado ao JC, talvez neste
caso seja possivel que o grupo VC esteja com niveis de anion superéxido
aumentados, o0 que explicaria 0 H20,, a QL e carbonilas reduzidas no grupo
VC. Neste estudo nédo foi possivel quantificar o anion superoxido.

Sumarizando, embora a literatura mostre que o efeito deletério do
envelhecimento causaria o aumento do dano oxidativo no grupo de ratos VC,
nao foi possivel observar isto no presente estudo, ja que o grupo VC
apresentou menor dano no coracao (carbonilas e QL) e no musculo séleo
(carbonilas) comparado ao grupo JC. Na analise do tecido cardiaco, €
possivel observar que as enzimas antioxidantes (CAT e SOD) também
encontram-se reduzidas neste grupo; desta forma, se ha menor dano
oxidativo no grupo VC faz sentido encontrar menor defesa antioxidante, ja
gue ndo ha necessidade de aumento da atividade enzimatica se os danos
apresentam-se menores. No entanto, um dado interessante do nosso
trabalho se refere ao aumento da atividade da SOD com o EA nos ratos
velhos, tanto no tecido cardiaco quanto no musculo soéleo (Figura 7). A SOD
reduzida no VC comparado ao JC pode estar relacionada ao aumento dos
niveis de anion superéxido no grupo VC, o que explicaria a QL e carbonila
reduzidas. Entretanto, encontramos o0 aumento da SOD, mas nao
encontramos o aumento da concentracdo de H,0,, sendo possivel que este
tenha reagido com algum metal (Fe2+/Cu+) e gerado radical hidroxil, o que
explicaria o aumento da lipoperoxidagdo no grupo VEA (Figura 8). No grupo
de ratos JEA houve reducdo do dano oxidativo tanto no tecido cardiaco
(carbonilas, QL, H,0,), quanto no musculo soéleo (carbonilas e QL). Em
relacdo as enzimas antioxidantes (CAT e SOD), € possivel observar reducéo
no tecido cardiaco e no musculo no grupo JEA comparado ao grupo JC.

Embora em estudos com treinamento fisico seja possivel observar o
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aumento da defesa antioxidante enzimatica, neste estudo com atividade
fisica voluntaria de baixa intensidade ndo foi possivel observar resultado
semelhante no grupo de ratos jovens. Se o EA foi capaz de reduzir o dano
oxidativo e concomitantemente houve reducdo das enzimas antioxidantes,
podemos relacionar que se ha menos pré-oxidantes ndo ha necessidade de
maior atividade dos antioxidantes enzimaticos (Figura 6). Neste caso a
reducao do dano oxidativo pode estar relacionado a defesa antioxidante nao

enzimatica que néo foi possivel analisar neste estudo.

3 e
EROS JOVENS VELHOS JOVENS VELHOS
Carbonilas 34 'y -
. 3 -

H20:

\ 4
\ 4
ENZIMAS
ANTIOXIDANTES
CAT b
SOD -
——-
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Figura 7. Resumo das alterages nos grupos jovens e velhos ap6s a intervengdo de 6
semanas com enriguecimento ambiental. EROS= espécies reativas de oxigénio, QL=
guimiluminescéncia (quantifica lipoperoxidagéo), H,0, = perdxido de hidrogénio, CAT=
catalase, SOD= superdxido dismutase, Gpx: glutationa peroxidase. Seta azul= reduziu
significativamente, seta vermelha= aumentou significativamente, seta preta= ndo houve
alteracd@o significativa.**seta vermelha= tendéncia a aumento, mas ndo foi considerado
estatisticamente significante. ---------- = Nao foi analisado.
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Figura 8. Acao dos antioxidantes sobre as espécies reativas de oxigénio. Gentiimente
cedida por Becker e colaboradores.
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9 CONCLUSOES

O nosso modelo de enriquecimento ambiental foi eficiente como uma
forma de atividade fisica voluntaria, uma vez que houve melhora da
performance (tempo e velocidade) no teste de esforco em esteira no grupo
de ratos velhos. Além disso, o EA foi capaz de aumentar a atividade da
enzima citrato sintase no grupo VEA, deixando-a semelhante ao do grupo JC
o0 que confirma que os achados neste estudo se referem ao estimulo da
atividade fisica voluntaria. Corroborando com a revisdo de literatura
apresentada neste estudo, a atividade fisica voluntaria reduziu o dano
oxidativo (QL, H»0, e Carbonilas) nos ratos jovens, tanto no tecido cardiaco
guanto no musculo séleo. No entanto, esta reducdo ndo € acompanhada
pelo aumento da defesa antioxidante enzimatica que a maioria da literatura
descreve. Contudo, a reducdo do dano pode estar associada a defesa
antioxidante ndo enzimatica que nao foi possivel avaliar neste estudo. Em
relacdo aos pro-oxidantes, os ratos jovens respondem melhor que os ratos
velhos. Porém, seria interessante fazer uma analise temporal do efeito da
atividade fisica voluntaria em ambos os grupos e deixa-los mais tempo
expostos ao enriqguecimento ambiental. O pesquisador deve estar atento
com o implemento do enriqguecimento ambiental nos biotérios, pois
dependendo do protocolo experimental pode ser um viés para seu estudo.
Mesmo um modelo simples como o utilizado neste estudo (bolinhas e tubos
de papel) é capaz de provocar alteragdes cardiometabdlicas e alteracdes no

perfil de estresse oxidativo.
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