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LISTA DE ABREVIATURAS

CAT - catalase;

ERNs — espécies reativas de nitrogénio;
EROs - espécies reativas de oxigénio;
FSH — hormonio foliculo estimulante;
GMP — monofosfato de guanosina ciclico;
GPx — glutationa peroxidase;

GSH - glutationa reduzida,;

GSSG - glutationa oxidada,;

GST - glutationa S-transferase;

LH — hormonio luteinizante;

MDA — malondialdeido;

NADPH - Fosfato dinucleotideo nicotinamida e adenina
NO — 6xido nitrico;

NOS — 6xido nitrico sintase;

Prxs — peroxirredoxinas;

SOD - superoxido dismutase;

TBARS — acido tiobarbittrico



RESUMO

O envelhecimento € um processo multifatorial, individual e complexo que
reduz as fun¢des organicas, a fertilidade e o tempo de vida. A reproducdo é um
evento natural que requer uma grande demanda energética, aumentando as taxas
metabdlicas e atividade mitocondrial principalmente em fémeas durante a
gestacao, lactacdo e mudancas hormonais. Ambos os processos podem modificar
as funcdes normais do organismo, o que pode levar a um desequilibrio no estado
oxidativo. Compreender a progressao do envelhecimento e o custo da reproducao
é de fundamental importancia na evolucao das historias de vida. Para isso, foram
analisados parametros de estresse oxidativo para verificar os efeitos da
reproducdo ao longo do envelhecimento no pulmdo de ratas Wistar fémeas.
Foram mensuradas as atividades de glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-
transferase (GST), superdxido dismutase (SOD) e consumo de peroxido de
hidrogénio, bem como marcadores de dano, como carbonilagdo de proteinas,
medida indireta de 6xido nitrico e MDA. Também foram medidos os niveis de
moléculas antioxidantes como glutationa, vitamina C e E. Foi tracado um perfil
oxidativo nas idades de 3, 6, 12 e 24 meses. Os animais foram agrupados de
acordo com o estado reprodutivo: reprodutores e nao reprodutores, considerados
reprodutores quando os casais tiveram a primeira ninhada. O estudo mostrou que
a reproducdo modificou alguns parametros antioxidantes aos 6, 12 e 24 meses.
Animais ndo reprodutores mostraram maior atividade de SOD, consumo de
peréxido de hidrogénio e niveis de vitamina E aos 24 meses comparados com
animais reprodutores da mesma idade. A atividade de GPx foi maior no grupo de
nao reprodutores aos 6, 12 e 24 meses comparados com animais reprodutores
da mesma idade. Os niveis de glutationa total em animais reprodutores
diminuiram aos 12 meses de idade comparados a animais ndo reprodutores da
mesma idade. Os niveis de nitrito e nitrato foram maiores em reprodutores de 24
meses comparados a ndo reprodutores da mesma idade. Nao encontramos
diferencas significativas entre reprodutores e néo reprodutores na atividade de
GST demonstrando que ndo houve influéncia da reproducdo sobre este
parametro. Os niveis de carbonil, que representam dano a proteinas, foi
progressivamente maior de acordo com o avanc¢o da idade, diferentemente da
atividade de GST que apresentou perfil contrario, com atividade progressivamente
menor de acordo com o avango da idade. Neste estudo, demonstramos que as
defesas antioxidantes no pulmao de ratas fémeas foram maiores em individuos
nao reprodutores do que em reprodutores e o dano apresentou 0 mesmo perfil em
ambos 0s grupos. Esses resultados indicam uma possibilidade de o organismo
ser capaz de lidar com o custo da reproducgéo, se adaptando ao estresse oxidativo
resultante.

Palavras-chave: Envelhecimento, Custo da reproducdo, Pulméo, Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Aging is a multifactorial, individual and complex process that reduces
organic functions, fertility and lifespan. Reproduction is a natural event that
requires a great demand of energy increasing metabolic rate and mitochondrial
activity mainly in female because of pregnancy, lactation and hormonal changes.
Both processes may change the normal function of organism which can lead to an
imbalance in oxidative state. Understand the progression of aging and the cost of
reproduction is of fundamental importance in life-history evolution. For this, we
have analyzed oxidative stress parameters to verify the effects of reproduction
during aging in lungs of female Wistar rats. We measured the activity of
glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, superoxide dismutase,
consumption of hydrogen peroxide. Oxidative damage parameters like: protein
carbonylation, nitrite and nitrate levels and MDA. We measured antioxidant
biomolecules like glutathione, vitamin C and E levels. We traced oxidative status
at ages 3, 6, 12, and 24 months. Animals were grouped according to reproductive
experience: breeders and non-breeders, considering breeders when they had the
first litter. The study showed that reproduction modified antioxidant parameters at
6, 12 and 24 months. Non-breeders animals showed higher SOD activity,
consumption of hydrogen peroxide and vitamin E levels at 24 months compared to
breeders of the same age. The GPx activity was higher in non-breeders group at
6, 12 and 24 months compared to breeders of the same age. Total glutathione
levels decrease in breeders at 12 months of age. The nitrite and nitrate levels
were higher in breeders at 24 months of age. We found no difference between
breeders and non-breeders in GST activity and carbonyl levels showing that
reproduction is not affecting these parameters but aging. The carbonyl levels that
represent protein damage were progressive higher according age. Differently GST
activity decrease by age. Here we demonstrate that the antioxidant defenses in
lungs of female rats were higher in non-breeders than breeders and the damage
show the same profile in both groups. These results may conclude that organism
is able to deal with the cost of reproduction adapting to oxidative stress.

Keywords: Aging, Cost of reproduction, Lungs, Oxidative stress.



1. INTRODUCAO

1.1 Estresse Oxidativo

1.1.1. Espécies reativas e radicais livres

Espécie reativa € um termo amplo, que inclui os radicais livres e outros
derivados néo-radicalares como o0 0zdénio e o0 peroxido de hidrogénio (H20x2).
Radical livre é qualquer espécie quimica (atomo, ion ou molécula) que possui um
ou mais elétrons desemparelhados em sua oOrbita mais externa. A presenca de um
elétron desemparelhado aumenta sua reatividade. Embora o termo mais
difundido na biologia seja “espécies reativas de oxigénio” (EROs), muitos sdo os
tipos de espécies reativas que podem ser formadas nos sistemas vivos (Haliwell
and Gutteridge, 2015).

Nos organismos aerobicos, espécies reativas (ERs) sdo produzidas como
um subproduto do metabolismo normal devido ao vazamento de elétrons do
oxigénio durante sua passagem pela cadeia respiratéria. As espécies reativas de
oxigénio (EROs) mais importantes biologicamente sao o anion superéxido (O2*),
os radicais hidroxil (OH®), peroxil (ROO®), alcoxil (RO®) e hidroperoxil
(HO2*)(Rizzo et al., 2012a).

O O2* é o primeiro intermediario da reagéo de reducéo do oxigénio a agua,
e a partir dele serédo formadas as outras EROs. Além da cadeia transportadora de
elétrons, outros sistemas enzimaticos sdo responsaveis pela formacdo de ERs
dentro da célula, tais como enzimas do citocromo P450 e a NADPH oxidase.
Radicais de carbono séo intermediarios da peroxidacdo lipidica, moléculas
contendo nitrogénio podem formar espécies reativas de nitrogénio (ERNs) como o
oxido nitrico (NO®), aléem de outros elementos, como cloro (Cl), bromo (Br) e
enxofre (S) (Haliwell and Gutteridge 2015).

O anion radical superoxido € um radical que possui baixa reatividade com a
maioria das moléculas biologicas, mas apresenta uma reatividade maior com
grupamentos tiol e com metais, como cobre, manganés e ferro. Este radical é

capaz de interagir com grupamentos ferro-enxofre de proteinas inativando-as
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(Abreu e Cabelli, 2010). A dismutacdo do superdxido pela enzima superéxido
dismutase (SOD) leva a formacgdo de H20: (reacdo 1), espécie reativa com alta
capacidade de se difundir pelos tecidos, que reage com metais, principalmente
ferro, na chamada reacao de Fenton (reacéo 2):
SOD
Reacéo 1: 202* + 2H* 2 H202+ O2
Reacéo 2: Fe?* + H202 > Fe3* + -OH + *OH

Dentre as espécies reativas de nitrogénio, o Oxido nitrico tem grande
importancia biolégica, pois pode atravessar membranas e se difundir rapidamente
dentro das células. Seu papel fisiolégico principal € atuar como vasodilatador,
sendo sintetizado nas células endoteliais vasculares liga-se a guanilato ciclase,
ativando-a. Assim mais GMP (monofosfato de guanosina) ciclico é produzido,
diminuindo as concentracGes de ions célcio (Ca?*) livres e relaxando o musculo
endotelial, dilatando os vasos sanguineos e diminuindo a pressao sanguinea
(Haliwell and Gutteridge 2015).

O oOxido nitrico € sintetizado nos seres vivos pela enzima oOxido nitrico
sintase (NOS) a qual converte L-arginina em NO* e L-citrulina. O NO* reage com
0 O2* (reacdo 3) produzindo o peroxinitrito (ONOOQO"), principal espécie reativa de

nitrogénio com importancia biolégica (Haliwell and Gutteridge 2015).

Reacéao 3: NO* + O2* > ONOO

Espécies reativas de nitrogénio (ERNs) podem causar dano em moléculas
biol6gicas através de dois tipos de reacdo, a nitragdo e a nitrosilacdo. A nitracéo
acontece pelo ataque de um grupo tiol ou metal por um grupamento nitroso (NO)
e essa reacdo € normalmente reversivel. A nitrosilacdo acontece através do
ataque por um grupamento nitro (-NO2) a um composto biolégico. Esta reacédo é

irreversivel.



1.1.2. Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante total do
organismo. O dano oxidativo pode ser definido como qualquer modificacao
molecular, reversivel ou ndo, com efeito deletério, causado por espécies reativas
a moléculas biologicas, como lipidios, proteinas e DNA. Porém, as células, em
condicBes aeroObicas, desenvolveram um sistema de defesa contra as ERSs,
conhecido como sistema de defesa antioxidante (Speakman e Selman, 2011).
Haliwell and Gutteridge, 2015, definem antioxidante como: “qualquer substancia
que retarda, previne ou remove o dano oxidativo a uma molécula alvo”. Esse
sistema é composto basicamente por vitaminas (como a vitamina C e E), metais
como o selénio e o0 zinco, que atuam em conjunto com enzimas, a glutationa
(GSH), que é o principal antioxidante ndo enzimatico da célula e também enzimas
especificas, as chamadas defesas antioxidantes enzimaticas. As principais
enzimas antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx), a glutationa s-transferase (GST) e a glutationa
redutase (GR) (Beguel et al., 2013). Além destas enzimas, existem familias de
proteinas que exercem importante papel na sinalizacdo redox na célula: as
peroxirredoxinas, glutarredoxinas e tioredoxinas.

Peroxirredoxinas (Prxs) sdo uma familia de proteinas extremamente eficaz
na eliminacdo de perdxidos. As Prxs apresentam uma série de propriedades
intrigantes que as distinguem de antioxidantes convencionais, incluindo a
susceptibilidade a inativacdo por hiperoxidagdo na presenca de peréxido em
excesso e a capacidade de formar complexos de estruturas oligoméricas. Estas
propriedades, em conjunto com uma elevada abundancia celular e reatividade
com H20:2 levaram a especulacéo de que Prxs teriam uma fungéo como sensores
redox transmitindo sinais como parte da resposta celular ao estresse oxidativo.
Organismos multicelulares expressam varias Prxs diferentes que podem ser
categorizadas por sua distribuicdo intracelular. Nos mamiferos, Prx3 e Prx5 sao
direcionadas para a matriz mitocondrial. A mitocondria é a principal fonte de H20:2

e esta espécie reativa estd implicada em danos associados ao envelhecimento. O
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H202 também pode atuar como um segundo mensageiro, e estad ligado aos
eventos de sinalizacdo na mitocOndria, incluindo a inducdo de apoptose. Pela
abundéancia com que € encontrada, Prx3 € responsavel por cerca de 90% da

detoxificagdo do H202 na matriz mitocondrial (Cox et al., 2010).

As superoxido dismutases sdo metaloenzimas altamente eficientes na
remocao catalitica do O2°* (Haliwell and Gutteridge 2007). Em mamiferos existem
trés isoformas desta enzima: a CuZnSOD - citosolica, descoberta por McCord e
Fridovich, em 1969, a qual contém em seu sitio ativo um atomo de cobre (Mccord
e Fridovic.l, 1969a). A MnSOD - mitocondrial, enzima de estrutura tetramérica
que contém um atomo de manganés em seu sitio ativo (Keele et al., 1970). E
mais recentemente, Marklund, em 1982, descobriu uma forma extracelular da
enzima, conhecida como EC-SOD ou SOD3, a qual também contém um atomo de
cobre em se sitio ativo (Marklund et al., 1982). Essas trés formas da enzima
catalisam a dismutacdo do O2* em oxigénio e H20:.

O H20:2 pode ser entdo removido pela enzima CAT, localizada no interior
dos peroxissomos, que catalisa a decomposicao direta do H202 a O2. Em algumas
condicBes pode ocorrer vazamento da enzima para o citosol, provavelmente por
lise do peroxissomo, que possui uma membrana fragil. A CAT é uma enzima
tetramérica que contém um grupamento Fen-heme em seu sitio ativo (Haliwell
and Gutteridge 2015).

As glutationa peroxidases sdo uma familia de enzimas capazes de remover
0 H20:2 e outros peroxidos através do acoplamento da redugéo do peréxido a H20

a oxidacao da glutationa reduzida (GSH) (Reacéao 4).

Reagéo 4: H202 + 2GSH - GSSG + 2H20
Ou LOOH + 2GSH - GSSG + H20 + LOH

Existem pelo menos quatro isoformas desta enzima. Uma é a enzima
citosdlica, chamada também de GPx1. O plasma de mamiferos contém uma outra
isoforma, uma glicoproteina chamada de GPx3, que também €& encontrada em
outros fluidos extracelulares e origina-se principalmente do rim. A GPx3 também

pode utilizar, aléem da glutationa, outro tipo de substrato, a tioredoxina. Existe
11



ainda uma isoforma encontrada no trato gastrointestinal, a GPx2 ou GI-GPx e
uma quarta, a GPx4 a unica que reduz ndo apenas peroxidos organicos sintéticos
e H202, mas também hidroperoxidos de colesterol e acidos graxos (Haliwell and
Gutteridge 2015).

A molécula de glutationa também pode estar envolvida no metabolismo de
xenobidticos através da conjugacdo com a enzima detoxificadora GST. Outra
funcdo da GST € a degradacdo de peréxidos organicos, porém diferencia-se das
outras peroxidases por ndo possuir atividade sobre o H20: (Haliwell and
Gutteridge 2015).

Além disso, a glutationa é o principal antioxidante ndo enzimatico
endogeno intracelular, estando presente em concentracdes semelhantes a da
glicose em hepatocitos (Vina et al., 1978). E um sequestrador de radicais livres
em condic¢@es fisiologicas, além de participar na regeneracdo dos antioxidantes

acido ascorbico e tocoferol (Monostori et al., 2009).

1.2. Envelhecimento

O envelhecimento €é caracterizado globalmente como um processo
complexo, universal, irreversivel, de natureza multifatorial, com declinio
progressivo das funcfes bioldgicas, sendo afetado direta e indiretamente tanto
por fatores intrinsecos, como extrinsecos (Eugenia Matzkin et al., 2016). Durante
o envelhecimento ha o aumento da vulnerabilidade do organismo aos desafios do
ambiente e ampliacdo do risco de desenvolvimento de doencas e morte
(Kirkwood, 2005).

O envelhecimento biolégico envolve uma variedade de alteracdes
celulares, moleculares e estruturais baseadas em diversos mecanismos, tendo
como aspectos principais a perda da capacidade de proliferacdo e replicagcéo
celular, a reducdo, até a total abstencdo da fertilidade e o desequilibrio dos
sistemas organicos com consequente perda de funcéo (Jeyapalan e Sedivy, 2008;
Karrasch et al., 2008). Apesar de estar normalmente ligado a idade cronoldgica, o

envelhecimento biolégico pode ocorrer em diferentes estdgios da vida, sendo
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parcialmente independente da idade cronoldgica (Karrasch et al.,, 2008; Lara et
al., 2015)

Tendo vista a natureza complexa do envelhecimento, diversas teorias
foram desenvolvidas na tentativa de explicar os mecanismos deste processo.
Alguns pesquisadores acreditam que uma pequena quantidade de mecanismos
deletérios e randdmicos sdo capazes de explicar o carater degenerativo da
senescéncia, outros optaram por teorias de envelhecimento programado, onde o
envelhecimento seria o destino final das vias de desenvolvimento (Beckman e
Ames, 1998). Em meio a estas ideias, surgiu em 1956, postulada por Denhan

Harmann, a teoria dos radicais livres no envelhecimento.

1.2.1. Envelhecimento e Estresse oxidativo

A teoria dos radicais livres no envelhecimento sugere que as espécies
reativas produzidas durante a respiracdo aerdbica causam danos oxidativos
cumulativos que culminam com o envelhecimento e a morte (Harmann, 1956).

Harman (1956) criou a hipétese de que a geracao de radicais de oxigénio
enddgenos ocorre como subproduto de reacbes enzimaticas do equilibrio redox.
Enzimas estas que estariam envolvidas na direta utilizacdo do oxigénio molecular,
particularmente aquelas que contém ferro. Estes tracos de ferro e outros metais
poderiam catalisar reacfes oxidativas e disparar reacfes peroxidativas em
cadeia.

A teoria ganhou credibilidade com a descoberta da SOD em 1969, a qual
trouxe a primeira evidéncia da producdo do anion superoxido in vivo e
consequente elucidagéo do elaborado mecanismo de defesa antioxidante (Mccord
e Fridovic.l, 1969b). O uso da SOD como ferramenta para localizacdo de sitios
subcelulares de formacdo do anion superoéxido, levou a descoberta de que a
mitocondria € a principal fonte de oxidantes endogenos (Vina et al., 2003).

Com isso, foi possivel perceber que o simples consumo de energia natural
do organismo é responsavel pela producao expressiva de espécies reativas que,

quando ndo neutralizadas pelas defesas antioxidantes, sédo capazes de causar
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danos a biomoléculas como proteinas, lipideos e DNA, que culminam com o

envelhecimento.

1.3. Reproducéo

Ratas fémeas, como a maioria dos mamiferos placentarios, apresentam
ciclicidade reprodutiva, caracterizada pela ocorréncia regular do ciclo estral.
Durante este ciclo, ocorrem inUmeras alteracfes sequenciais bem definidas na
histologia, fisiologia e citologia do trato reprodutivo, iniciados e regulados pelo
eixo hipotalamico-pituitario-ovariano (Marcondes et al., 2002; De La Iglesia e
Schwartz, 2006)

O ciclo estral consiste em quatro estagios: proestro, estro, metaestro (ou
diestro I) e diestro (ou diestro Il). Pelo fato de os ratos serem constantemente
poliestrais, ou seja, ciclam constantemente durante o ano inteiro, o diestro é
imediatamente seguido pelo proestro do préximo ciclo (Goldman et al., 2007;
Paccola et al., 2013). O anestro, periodo de quiescéncia reprodutiva entre ciclos
estrais, ndo ocorrem com frequéncia em animais saudaveis. O ciclo estral cessa
apenas durante a gestacdo e a lactacdo, apesar de o ciclo fértil ocorrer
novamente em 24 horas apds o nascimento das ninhadas (Sosa et al., 2004).

A maturidade sexual em ratas fémeas ocorre normalmente entre 30 e 50
dias de idade. O primeiro ciclo estral inicia aproximadamente uma semana ap6s
a abertura vaginal e recorre regularmente a cada 4 ou 5 dias em uma proporcéo
variavel dependendo do tempo de vida e da linhagem de cada animal. A ovulagéo
ocorre a partir do inicio do proestro e termina ao final do estro. O ciclo perdura
normalmente, em meédia, por 15 a 18 meses de idade (Mandl, 1951; Spornitz et
al., 1999; Paccola et al., 2013).

Durante o ciclo reprodutivo, prolactina, LH (horménio luteinizante) e FSH
(horménio foliculo estimulante) estdo baixos e aumentam no final da fase de
proestro. Os niveis de estradiol comegam a aumentar no metaestro, atingindo seu
pico maximo durante o proestro e retornando aos niveis basais no estro. A

secrecdo de progesterona também aumenta durante o metaestro e diestro com
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decréscimo subsequente, seguido de um segundo pico ao final do proestro
(Mandl, 1951; Spornitz et al., 1999)

Para avaliar o estagio do ciclo estral em fémeas é realizada a avaliacéo
microscopica da secrecdo vaginal. A caracterizacdo de cada fase € baseada na
proporcdo entre trés tipos celulares observados: células epiteliais, células
cornificadas e leucocitos (Mandl, 1951; Yoshida et al., 2009; Paccola et al., 2013).

Durante o proestro, o nivel de estrogénio aumenta e os foliculos ovarianos
crescem rapido. A ovulacdo ocorre durante a noite do estro de 10-12h apds o
aparecimento do LH. Na auséncia de cépula no momento da ovulagédo, o corpo
luteo € transientemente funcional e secreta uma pequena quantidade de
progesterona (Westwood, 2008). Entretanto, em fémeas copuladas, 90% dos
ovulos sao fertilizados pelas células espermaticas do macho durante a terceira
hora de ovulacdo e a vida do corpo liteo € estendida até a primeira metade da
gestacdo. A producdo de progesterona comeca na placenta durante a segunda
metade da gestacao (Eckel, 1999; Yoshida et al., 2009)

A gestacdo e a lactacdo envolvem algumas das mais pronunciadas
mudancas fisiolégicas no organismo de mamiferos adultos. Estas mudancas
afetam muitos sistemas: novos hormoénios sdo sintetizados, o consumo de
alimento aumenta enquanto a atividade do sistema digestério diminui, a
composicdo do sangue € alterada, volume e fluxo sanguineo aumentam e a
capacidade cardiaca também se modifica (Wade e Schneider, 1992; Mover e Ar,
1995). O sistema respiratoério fica alterado e a demanda energética do organismo
cresce em paralelo a evolugcdo da gestacdo e ainda mais, durante o processo de
lactacd@o, onde o gasto energético para producdo de um leite nutritivo e o cuidado
parental cresce significativamente, dando base para a teoria do custo da
reproducdo e o0 aumento da suscetibilidade destes organismos ao estresse
oxidativo (Garratt et al., 2013).

1.3.1. Reproducéo e Estresse Oxidativo

Desde que o0s processos de desenvolvimento e reproducdo sé&o

acompanhados de diversas mudancas no metabolismo e no consumo de energia,
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também s&o produzidos subprodutos em uma escala extraordinaria. Entre os
subprodutos estdo as espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais séo
inevitavelmente geradas durante processos fisiolégicos onde ha o consumo de
oxigénio (Fujii et al., 2005).

A gestacdo é uma condicdo que exibe um grande aumento da
suscetibilidade ao estresse oxidativo, visto que € um processo caracterizado por
mudancas dinamicas em multiplos sistemas do organismo resultando no aumento
do consumo de oxigénio basal e modificacfes no uso de substratos energéticos
por diferentes 6rgdos, incluindo a unidade feto-placenta (Casanueva e Viteri,
2003)

A placenta é rica em mitocndrias e quando estd completamente
desenvolvida consome cerca de 1% da taxa metabdlica basal do organismo.
Também ¢é altamente vascularizada e exposta a altas pressGes de oxigénio
materno. Estas caracteristicas explicam, em partes, a geracdo de superoxido,
visto que, em torno de 5% dos elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial &
perdido para fora das mitocéndrias (Pichaud et al., 2013)

O o6xido nitrico também ¢é produzido pela placenta e junto com outras
espécies de nitrogénio contribui para um potencial estresse oxidativo na presenca
de metais de transicdo. Ainda, a placenta é rica em macréfagos, o que aumenta a
producdo de espécies reativas, incluindo espécies reativas de Cloro, onde o ferro
livre estd implicado (Rosselli et al., 1998; Dotsch et al., 2001)

Durante a gestacdo, o sistema imune esta relativamente reduzido,
provavelmente em decorréncia dos altos niveis de estrogénio, o que pode levar
facilmente a processos infecciosos. Os macréfagos presentes na placenta, na
presenca da infeccdo sdo fontes de 6Oxido nitrico, fatores de necrose tumoral e
outras citocinas inflamatérias que induzem alteragcbes mitocondriais e
consequente producdo de espécies reativas (Casanueva e Viteri, 2003; Garratt et
al., 2013).

Estas espécies reativas geradas durante o processo de gestacdo podem
ser produzidas também pelo trofoblasto. Alguns estudos demonstram a expressao
da enzima NADPH oxidase (NOX) no trofoblasto e no epitélio vascular da

placenta. Estas enzimas s&o, provavelmente, a maior fonte de geracdo de
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superoxido neste sitio. Tendo em vista a producéo simultdnea de superéxido e
oxido nitrico na placenta, pode haver ainda a interacdo entre eles levando a
producao de peroxinitrito (Myatt, 2006).

A lactacéo, também parte do ciclo reprodutivo, é considerada o periodo de
maior demanda energética da vida de uma fémea, caracterizado pelo aumento
dramatico de energia e nutrientes necesséarios para a producdo do leite. Com
este aumento significativo da taxa metabdlica ocorre a adaptacdo celular, em
nivel mitocondrial, na tentativa de suprir a demanda energética e a distribuicdo de
substratos para os 6rgaos. Estas mudancas acarretam o aumento da respiracao
mitocondrial e a consequente producdo de espécies reativas (Pichaud et al.,
2013).

Tendo em vista as mudancas proeminentes durante o periodo reprodutivo
das fémeas e o0 aumento da suscetibilidade destes organismos ao estresse
oxidativo, as teorias de histéria de vida vém tentando compreender os custos da
reproducdo e de que maneira as espécies reativas e as defesas antioxidantes
atuam durante este periodo e de que forma contribuem para o desenvolvimento

de doencas e a progressao do envelhecimento.

1.4. Pulmao

1.4.1. Aspectos Gerais

O pulméo é considerado um 6rgdo ambiental, visto que é o sistema com
maior superficie de exposicado a agentes externos. Ele € Unico em seu tamanho,
formacdo, complexidade e principalmente quanto a interface de interagdo com
materiais inalados. E composto por uma série de ramificacbes tubulares que
fornecem as vias para a entrada e existéncia do ar no organismo. Essas vias, ou
caminhos, chamados bronquios, possuem uma estrutura extremamente
sofisticada onde cada ducto vai se dividindo em dois sucessivamente, formando
os bronquiolos e finalmente os alvéolos. A superficie total da membrana alveolar

varia de 100 a 200 metros quadrados, dependendo do tamanho da pessoa. Este é
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o fator preponderante que torna os pulmdes amplamente sujeitos aos fatores
ambientais (Mintz, 2006; Murray e Nadel, 2010).

Outra caracteristica singular dos pulmbes é o recebimento de todo o
sangue corporal a partir do coracédo a cada batimento cardiaco, ou seja, qualquer
material circulante na corrente sanguinea atravessa os pulmdes constantemente.
Tendo em vista estes fatores que demonstram a proeminente suscetibilidade
deste 6rgao, é possivel verificar uma ampla gama de defesas desenvolvidas para
protegé-lo, como a filtracdo e remocéo de particulas do ar inspirado, células com
funcdo fagocitaria como os macréfagos, atuacao de enzimas nao especificas para
detoxificagdo ou destruicdo de agentes externos e respostas imunoldgicas
diversas (Murray e Nadel, 2010).

A funcéo principal do sistema respiratério sdo as trocas gasosas, onde ha a
ventilagdo, a perfuséo e a difusdo do oxigénio proveniente da atmosfera e a
substituicdo pelo diéxido de carbono, produzido pelas células e expelido do
organismo (Mintz, 2006). Ainda é possivel observar outras funcdes
desempenhadas pelos pulmdes, sendo elas: a participacdo no equilibrio acido-
base, mecanismos de autodefesa, reservatorio e filtracdo do sangue para a
circulacdo sistémica, conversdo e/ou absor¢do de vasoativos encontrados no
sangue venoso e 0 metabolismo e estoque de substancias utilizadas pelos
alvéolos ou na circulacdo — como as liberadas em um choque anafilatico
(Levitzky, 2013)

Tendo em vista tamanha complexidade e importancia deste 6rgdo no
organismo e levando em consideracéao a diversidade de doencas que acometem o
pulmdo, podendo ser enfatizado o cancer pulmonar, o qual, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, é a segunda maior causa de morte no mundo, é
possivel verificar uma base satisfatoria de explicacdes para o interesse de estudo
e melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e

maquinaria deste sistema.
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1.4.2. Pulméao e Envelhecimento

Durante as primeiras décadas da vida, os pulmdes estdo sob fase de
crescimento e maturacdo. O nimero maximo de alvéolos é alcancado entre os 10
e 12 anos de idade e a maturagdo completa e funcionamento méaximo do sistema
ocorre aproximadamente entre os 20 e 25 anos. Ao longo da vida, é possivel
observar uma diminuicio do desempenho pulmonar associada ao
envelhecimento, contudo, na auséncia de processos patolégicos, o sistema
respiratério continua apto a manter a capacidade de trocas gasosas ao longo de
toda a vida (Rodriguez-Roisin et al., 1999).

As mudancas fisiolégicas e estruturais mais proeminentes associadas ao
envelhecimento do sistema respiratério sdo: a diminuicdo do recuo elastico do
pulmao, a reducdo da complacéncia da parede toracica e a perda de forca do
musculo respiratorio (Verbeken et al., 1992; Karrasch et al., 2008). Destacam-se
também a diminuicdo da resposta respiratoria a hipoxia e hipercapnia (aumento
da concentracdo de gas carbdnico sanguineo), o aumento da resisténcia das vias
aéreas, tornando-se mais rigidas estruturalmente, e a reducédo da capacidade de
defesa contra agentes externos e produtos do metabolismo (Rodriguez-Roisin et
al., 1999).

Além do mais, com o envelhecimento do organismo, o pulmdo mostra um
progressivo alargamento distal do espaco aéreo, onde ha perda na area de
superficie de permuta dos gases, com volume residual e capacidade residual
funcional aumentados, o que significa que o pulméo permanece insuflado apés a
inspiragdo normal (Schroder et al., 2015). Desta forma, pode ser verificada a
perda da capacidade elastica do 6rgdo e progressivo prejuizo na sua
funcionalidade (Macnee, 2009).

Essas modificacbes na estrutura e fisiologia do sistema com o avanco da
idade levam a consequéncias deletérias na maquinaria de acdo e capacidade
funcional deste oOrgdo. Isto pode implicar em elevacdo da suscetibilidade a
doencas obstrutivas e infecciosas e também incapacidade de eliminar produtos

deletérios ou reparar danos (Karrasch et al., 2008).
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1.4.3. Pulmao e Estresse Oxidativo

Um dos orgaos mais afetados pelas espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio é o pulméao. Ele possui grande superficie e estd constantemente em
contato com altas concentracdes de oxigénio e poluentes, isto o diferencia dos
demais 6rgdos do organismo e o coloca em uma situacdo onde h& maior
probabilidade de producdo destas espécies reativas. Estas moléculas
desempenham papel tanto em processos regulatorios fisioldgicos, atuando
principalmente como sinalizadores, quanto na patogénese de doencas
pulmonares (Piotrowski e Marczak, 2000; Tkaczyk e Vizek, 2007).

Além do mais, a localizagdo da producdo destes elementos reativos
também tem funcdo essencial. Por isso, muitas células do tecido pulmonar
possuem a capacidade de formar espécies reativas. Um destes tipos celulares
sdo os macrofagos alveolares, que estdo presentes em proeminente nimero nos
pulmbes desempenhando papel fagocitico e atuando como primeira linha de
defesa contra infeccbes. Eles contém a enzima NADPH oxidase em sua
membrana citoplasmatica, a qual gera grandes quantidades do radical
superoxido. Este tipo celular € a maior fonte de EROs nos pulmdes sob condi¢des
fisiologicas (Piotrowski e Marczak, 2000; Tkaczyk e Vizek, 2007).

Outro grupo celular encontrado sao os neutréfilos, conhecidos por produzir
EROs como parte de sua atividade bactericida. Similar aos macréfagos, a
producdo dessas espécies ocorre através da atividade da enzima NADPH
oxidase. Entretanto, os neutréfilos estdo presentes em menor quantidade nos
pulmdes sob condicdes fisiologicas, migrando para este 6rgdo mais profusamente
apos estimulos durante processos inflamatérios (Forman e Torres, 2002; Thabut
et al., 2002).

As células endoteliais, devido a rica vascularizagcdo pulmonar, sdo outro
tipo com grande massa celular. Recentes evidéncias mostram que estas células
também séo fonte de EROs e participam dos processos de estresse oxidativo e
dano tecidual sob condicdes fisiologicas. Além do mais, elas apresentam a
enzima NADPH oxidase ligada a membrana, porém com algumas diferencas

comparadas aos outros tipos celulares (Tkaczyk e Vizek, 2007). As células
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endoteliais sdo capazes de liberar quantidades substanciais de superoxido no
espaco extracelular provavelmente através de canais aniénicos de membrana. O
radical hidroxila também pode ser formado através de um processo catalisado por
ions ferro presentes nas proximidades da superficie endotelial (Kinnula et al.,
1991, Li e Shah, 2003).

Outros tipos celulares como fibroblastos, células da musculatura lisa tanto
das vias aéreas como das paredes dos vasos, eosinofilos, mondécitos e mastocitos
presentes nos pulmdes, sdo capazes de produzir alguma quantidade de EROs.
Porém, o papel de cada tipo celular ainda ndo estd completamente claro, sendo
necessarios maiores estudos acerca da influéncia de cada célula na patogénese
de doencas especificas e em processos fisioldgicos importantes como sinalizacao
e apoptose (Thabut et al., 2002; Li e Shah, 2003).

Tanto a producdo enddgena de oxidantes (cadeia transportadora de
elétrons) como os derivados de fontes exdgenas (poluentes do ar e fumaca de
cigarros) possuem capacidade de induzir dano oxidativo no pulmao através de
cascatas de sinalizacdo iniciadas pela producdo de EROs que posteriormente
induzem a inflamacédo (Kadiiska et al., 1997; Herget et al., 2000). O acumulo
destes danos oxidativos desempenha papel importante na patogénese de
diversas doengas pulmonares como: asma, doenga obstrutiva cronica, lesdo
pulmonar aguda, fibrose e cancer (Tkaczyk e Vizek, 2007).

Tendo em vista todos estes fatores de vulnerabilidade, o sistema de defesa
antioxidante dos pulmdes é, portanto, particularmente importante. A enzima SOD
estd na primeira linha de defesa dos pulmdes contra o ataque de espécies
reativas. Também é possivel verificar a atuagcdo da CAT, da GSH e em menores
guantidades, as tioredoxinas e as vitaminas C e E (Kelly, 1999; Gutteridge e
Halliwell, 2000; Forman e Torres, 2002).

N&o existem duvidas do papel dualistico desempenhado pelas EROs no
sistema pulmonar, verificando-se sua presenca em processos fisiologicos e
patologicos. Esta diferenciacdo de atuacédo é determinada por um fino equilibrio
entre a produgéo de oxidantes e os mecanismos de defesa. Este balango, ou a
auséncia dele sédo responsaveis pela caracterizacdo ou ndo de um estado de

estresse oxidativo tecidual (Bottje et al., 1998; Tkaczyk e Vizek, 2007).
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1.4.4. Pulméo e Reproducéao

O sistema respiratorio fornece a demanda energética para a gestacdao. O
feto em crescimento consome quantidades crescentes de oxigénio conforme a
evolucdo do processo gestacional e gestacées multiplas requisitam ainda mais a
cada idade correspondente. O fluxo de oxigénio no sangue materno aumenta nao
somente pelo aumento do consumo do feto, mas também pelo aumento da massa
tecidual materna e as demandas metabdlicas consequentes (Knobil & Neill, 2006)

As adaptacdes do sistema respiratorio induzidas pela gestacao provém de
duas principais mudancas maternas: o aumento dos niveis de progesterona e
estrogénio, que impulsionam a ventilacao alveolar, e a reconfiguracdo da parede
toracica e elevacdo do diafragma para acomodar o Utero em crescimento,
diminuindo assim, a mobilidade da caixa toracica (Knobil & Neill, 2006; Mover e
Ar, 1995)

O progressivo aumento da demanda energética do feto, utero e 6rgaos
maternos, resultam em um aumento no consumo de oxigénio, na producédo de
dioxido de carbono e na taxa metabdlica basal. O aumento da tensé@o de oxigénio
durante a gestacdo é uma importante adaptacdo que facilita a transferéncia do
oxigénio para a placenta. Apesar deste aumento na tensdo de oxigénio, o
acréscimo no consumo leva a uma reducao na capacidade funcional residual,
com consequente reducédo das reservas de oxigénio (Hegewald e Crapo, 2011).

Apesar das vastas mudancas respiratorias durante o processo gestacional,
a gravidez é seguida por um estagio com demanda energética ainda maior, a
lactacdo. FEémeas alcancam o pico de 66% de aumento na massa especifica de
consumo de oxigénio durante este periodo, tanto para a producdo de um leite
com propriedades nutritivas adequadas, quanto para a propria amamentacao,
principalmente em animais com grandes ninhadas (Mover e Ar, 1995).
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2. OBJETIVO

Avaliar de que forma a experiéncia reprodutiva altera o perfil oxidativo em

pulm&o de ratas fémeas ao longo do envelhecimento.

2.1. Objetivos especificos

e Acompanhar as alteragbes ao longo do envelhecimento dos animais nas
idades de 3, 6, 12 e 24 meses.

¢ Nos pulmdes:

» Mensurar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase e o
consumo de peroéxido de hidrogénio;

= Determinar os niveis dos marcadores de dano oxidativo,
peroxidacgéo lipidica, carbonilacdo de proteinas e nitracao;

» Quantificar os antioxidantes nao-enzimaticos, vitaminas C e E e

glutationa total.

< No soro:

= Determinar os niveis hormonais de estradiol.
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3. MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigo cientifico a ser submetido a revista Biogerontology.
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ABSTRACT

Aging is a multifactorial, individual and complex process that reduces
fertility and lifespan. Mammalian reproduction is a natural event that requires a
great demand of energy increasing metabolic rate and mitochondrial activity
mainly in female because of pregnancy, lactation and hormonal changes. Both
processes may change the normal function of organism which can lead to an
imbalance in oxidative state. Understand the progression of aging and the cost of
reproduction is of fundamental importance in life-history evolution. For this, we
have analyzed oxidative stress parameters to verify the effects of reproduction
during aging in lungs of female Wistar rats. We measured the activity of
glutathione peroxidase, glutathione S-transferase, superoxide dismutase,
consumption of hydrogen peroxide, protein carbonylation, nitrite and nitrate levels
and vitamin E levels. We traced oxidative status at ages 3, 6, 12, and 24 months.
Animals were grouped according to reproductive experience: breeders and non-
breeders, considering breeders when they had the first litter. The study showed
that reproduction modified antioxidant parameters at 6, 12 and 24 months. Non-
breeders animals showed higher SOD activity, consumption of hydrogen peroxide
and vitamin E levels at 24 months compared to breeders of the same age. The
GPx activity was higher in non-breeders group at 6, 12 and 24 months compared
to breeders of the same age. Total glutathione levels decrease in breeders at 12
months of age. The nitrite and nitrate levels were higher in breeders at 24 months
of age. We found no difference between breeders and non-breeders in GST
activity and carbonyl levels showing that reproduction is not affecting these
parameters but aging. The carbonyl levels that represent protein damage were
progressive higher according age. Differently GST activity decrease by age. Here
we demonstrate that the antioxidant defenses in lungs of female rats were higher
in non-breeders than breeders and the damage show the same profile in both
groups. These results may conclude that organism is able to deal with the cost of
reproduction adapting to oxidative stress in lungs of female Wistar rats.

Keywords: Aging, Cost of reproduction, Lungs, Oxidative stress.
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INTRODUCTION

Aging is a universal, multi-factorial, individual and irreversible process that
reduces metabolic functions, fertility and lifespan. There are many intrinsic and
extrinsic factors affecting the overall aging process direct and indirectly (Gems e
Mcelwee, 2005; Jeyapalan e Sedivy, 2008). This makes it an extremely complex
system that until now is poorly understood.

One of the most respected theories of aging is the oxidative stress theory
where is suggested that reactive species formed mainly by the oxygen
consumption causes cumulative damage to biological structures leading to aging
and death (Harman, 1956). Despite the numerous theories of aging and under a
new perspective where reactive species have both beneficial role as signals and
damaged effects as oxidants, the oxidative stress theory remains one of the most
important theories that attempt to explain this complex process (Liochev, 2015;
Speakman et al., 2015).

Mammalian reproduction is a natural event that involves some of the most
pronounced physiological changes that can be observed in healthy adult animals.
Reproduction affects mainly female because of hormone changes, pregnancy and
lactation that requires a great demand of energy increasing metabolic rate and
mitochondrial activity (Murray e Nadel, 2010; Garratt et al., 2013; Speakman e
Garratt, 2014).

During pregnancy occur changes in blood volume and blood flow
distribution that increases ventilation and respiratory frequency increasing the
oxygen requirement by the lungs making it even more exposed (Mover e Ar,
1995). Furthermore, the enhance both in oxygen consumption, metabolic rate and
mitochondrial activity may result in increased production of damaging reactive
oxygen and nitrogen species by the lungs what can lead to an imbalance in

oxidative state of organism (Bergeron et al., 2011).

Thus, reproduction appears to be a cost process because of high energetic
investment (Garratt et al., 2013). But the trade-off between the cost of

reproduction and lifespan is controversial whereas many studies show that
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breeder animals have greater lifespan and less oxidative damage than non-

breeders (Schmidt et al., 2013) contrary to expectations.

Both aging and reproduction processes cause many changes in normal
function of organism and primarily in lungs. Understand the progression of aging
and the cost of reproduction is of fundamental importance in life-history evolution.
However, our knowledge about the mechanisms of these conditions has been
limited by a lack of detailed functional information (Kirkwood, 2005; Speakman e
Garratt, 2014; Speakman et al., 2015)

Thereby one mechanism that received a great attention is the role of
reactive species in the hypothesis that oxidative stress could be a key mechanism
underlying the trade-off between reproductive effort and lifespan, where greater
investment in reproduction might result in faster damage accumulation and hence
reduced life expectancy (Metcalfe e Monaghan, 2013). To verify this hypothesis,
we have analyzed oxidative stress parameters in lungs of female Wistar rats

divided into groups with and without reproductive experience during aging.

MATERIAL AND METHODS
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 female rats (Rattus norvegicus) aged three, six, twelve, and twenty-four
months. At one month of age, rats were divided into two groups: with (breeders) or
without (non-breeders) reproductive activity (n=10 for each age and group).
Breeder female rats were maintained in a box with a single male of the same age
(1 male and 1 female per box). Non-breeder rats were grouped with other female
rats without any contact with males (5 per box). Reproduction was considered to
have occurred when the females gave birth to the first litter. 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 1 to 15 pups, and each couple had 5 to 15
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litters. The females had litters until 12 months of age, and one had a litter at 16
months. The animal house was kept on a 12 h light/dark cycle at a temperature of
24+1°C, and animals were provided with standard lab chow and drinking water ad
libitum. Vaginal smears were performed periodically to monitor the estrous cycle.
Females were euthanized at the proestrus stage until 12 months of age and
mostly of female (95%) at 24 months of age were stopped to cycle at diestrus

phase.
Lung 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 (i.p., 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 lung was removed from the ribcage,
weighed, and immediately frozen in liquid nitrogen for further analysis.

Organ processing was made as previously performed by Hackenhaar et al.
(2009). Briefly, lungs were processed with manual maceration. The samples were
sonicated in 30 mmol/L phosphate buffer (120 mmol/L KCI, 100 umol/L 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 again for 10 min at 3500 g.

The supernatant from the second centrifugation was used for all assays.
Obtaining blood

Before perfusion, blood was collected by puncturing the left ventricle of the
heart. Fresh blood was centrifuged for 10 min at 3500g, and the serum was

separated for subsequent hormonal assay.
Estradiol level measurements

Levels of 17B3-estradiol in serum were estimated by E.L.I.S.A immunoassay

using Estradiol IBL international- Tecan kit (Hamburg/Germany).
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Oxidative damage assays in lung tissue

As an index of protein damage, carbonyl levels were marked with 2,3-
dinitrophenyl hydrazine (DNPH) and measured at 370nm (Levine et al., 1990).

Carbonyl levels were expressed as nmol of carbonyl/mg of protein.

As an index of lipid peroxidation, malondialdehyde (MDA) levels were
measured by HPLC simultaneously with the Vitamin C assay (Karatepe, 2004).
The retention time of MDA was 5.6 min. The MDA level was expressed as nmol of
MDA/mg of protein, and was determined by comparison with an MDA standard

solution purchased from Sigma-Aldrich.

Indirect nitric oxide (nitrite and nitrate, NO2&NO3) was measured via a
spectrophotometric method using the Griess solution, which uses absorbance at
543 nm to determine total nitrate and nitrite levels (Grisham et al., 1996). The
NO2&NOs3 level was standardized by sodium nitrite and expressed as nmol of

NO2/mg of protein.

All results were normalized against total protein concentration using BSA as

a standard (Bradford, 1976). All assays were independently performed in triplicate.
Assays for antioxidant molecules in lung tissue

Vitamin C (Vit. C) levels were assayed by HPLC employing a reverse-phase
SUPERCOSIL™ LC-18- DB HPLC Column (15 cm x 4.6 mm, 5 um), using a
mobile phase (30 mmol/L monobasic potassium phosphate (pH 3.6) and methanol
in a ratio of 9:1 (v/v)) flow rate of 1 mL/min, and a sample size of 20 pyL. The
absorbance of the column effluent was monitored at 250 nm (Karatepe 2004).
Under these conditions, the retention time of Vit. C was 3.0 min. The Vit. C level

was expressed as umol of Vit. C/mg of protein.

The assay to measure total GSH (tGSH) was performed by measuring the
formation of p-nitrophenol from 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid, DNTB) in the
presence of the enzyme GR and NADPH. Color development was read at 412 nm
and the level was expressed as pumol of glutathione/mg of protein (Rahman et al.,
2006).
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All results were normalized against the total protein concentration using
Bradford method (Bradford 1976). All assays were independently performed in

triplicate.
Assays for enzyme activities in lung tissue

Glutathione peroxidase (GPx) activity was accessed by Ransel® Kit
(Randox, UK), with absorbance measured at 340nm. The activities were

expressed as U/mg of protein.

The consumption of hydrogen peroxide was evaluated by measuring the
rate of hydrogen peroxide consumption via absorbance at 240 nm (Aebi 1984).
The activity was expressed as U/mg of protein; 1 U was defined as the capacity to
consume 1 pmol of hydrogen peroxide/min. We termed consumption of hydrogen
peroxide for having more than one mechanism of detoxification of this reactive
species (mainly catalase and peroxiredoxins) and the test is not specific for any of
them.

Glutathione S-transferase (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; 1 U was defined as the capacity of the enzyme to produce 1 pmol of GS-
DNB per minute.

The superoxide dismutase (SOD) activity was measured using the
RanSOD® kit (Randox, UK), with absorbance measured at 505nm.

All results were normalized against total protein concentration using BSA as

a standard (Bradford 1976). All assays were independently performed in triplicate.

Statistical analysis

The results were analyzed using SPSS 18.0 statistical software, by means
of two-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test (p< 0.05). Pearson correlation
tests were used for correlation analyses. Statistical analysis was accomplished
with the support of the Statistical Nucleus of the Federal University of Rio Grande
do Sul (NAE-UFRGS).
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RESULTS
Body weight

Body weight of animals aged three, six, twelve and twenty-four months
increased like expected according to natural aging, with no significant difference

between breeder and non-breeder groups (data not shown).
Estrogen levels

Estrogen levels did not demonstrate significant differences at different ages

neither between breeder and non-breeder groups (Table 1).

Table 1 Estrogen and MDA levels of animals aged 3, 6, 12, and 24 months,
grouped as breeder and non-breeder.

Age
3 6 12 24
B 374+127 379+105 49.7+135 225+94
Estrogen
levels N 231695 18.7+4.2 26.7+8.4 145+ 34

B 5.8 +£0.08 2.8+0.7 52+0.2 25+05

MDA levels N 0.5+0.08 45+1.2 6.7+1.04 0.4+0.01

Results are expressed as mean + SE
B breeder, N non-breeder

Age expressed in months

Estrogen levels expressed in pg/mL
MDA levels expressed in umol/mg prot

Oxidative Damage

During aging, we found significant increase in carbonyl levels at 12 and 24
months of age compared to animals with 3 and 6 months of age both in breeder
and non-breeder animals verifying a progressive increment in protein
carbonylation with age. However, we found no significant difference when
compared breeder and non-breeder animals at the same age (Fig. 1a). NO2&NOs

levels were significant higher in breeder animals at 24 months of age just
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compared with 12 months animals in the same group. No significant differences
for NO2&NOs levels were found among non-breeder animals of different ages
neither between breeder and non-breeder groups (Fig. 1b). We found no
significant changes in MDA levels both at different ages and between groups
(Table 1).

(a) Carbonyllevels 30 (b) Nitrites and Nitrates levels

nmol /mg prot

3m 6m 12m 24m

Non-breeders Breeders

Non-breeders Breeders

Fig 1- Parameters of oxidative damage in lungs of breeder and non-breeder female rats over
aging. (a) protein carbonylation levels expressed in nmol of carbonyl/g of protein. (b) NO2 and NO3s
levels expressed in nmol of NaNO2/mg of protein. * Significant difference between breeder and
non-breeder animals at the same age; *p<0.05. Letters show significant difference between ages
within the same group, where a is 3 months, b is 6 months and c is 12 months. Results are

expressed as mean + SD.

Antioxidant Defenses

With respect to non-enzymatic defenses, we found significant increase in
tGSH levels in non-breeder animals at 6 and 12 months of age compared with 3
months of age animals of the same group. A decrease was observed in non-
breeder animals at 24 months just compared with animals at 12 months of age of
the same group. tGSH levels in breeder animals showed a decrease at 12 months
of age compared with 3 months of age animals inside the group. Between breeder
and non-breeder groups we can observe a significant increase in tGSH levels in
breeder animals at 3 months of age compared to non-breeders at the same age.
However, a decrease was found at 12 months of age in breeder animals

compared to non-breeders at the same age (Fig. 2a). In Vit C levels we found no
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umol/mg prot

significant differences both at different ages and between groups (Fig. 2b).In
breeder animals we found significant decrease of Vitamin E levels at 24 months of
age compared with 6 month of age animals in the same group. When breeder and
non-breeder groups were compared, we observe a decrease of Vit E levels in

breeder animals at 6 and 24 months of age (Fig. 2c).

(a) Total Glutathione 30 - (B) Vit. C levels

mmol/mg prot

3m B6m 12m 24m Im 6m 12m 24m

Non-breeders Breeders Non-breeders Breeders

1400 (¢} vit. E levels

1200

=
=]
o
o

800

600

nmol/mg prot

400

200

Non-breeders Breeders

Fig 2- Levels of non-enzymatic antioxidant defenses in lungs of breeder and non-breeder female
rats over aging. (a) tGSH levels expressed in umol of total glutathione/mg of protein. (b) Vit C
levels expressed in mmol of Vit C/mg of protein. (c) Vit E levels expressed in nmol of Vit E/mg of
protein. * Significant difference between breeder and non-breeder animals at the same age; *p<
0.05.Letters show significant difference between ages within the same group, where a is 3 months,
b is 6 months and c is 12 months. Results are expressed as mean + SD.

With respect to enzymatic defenses, the only significant difference founded
in H202 consumption was the decrease of the activity in breeder animals at 24
months of age compared with non-breeder animals at the same age (Fig. 3a). The
GPx activity shown a significant increase in non-breeder animals at 12 months of
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age compared with 3 months of age animals at the same group. We found a
significant decrease of GPx activity in breeder animals at 6, 12 and 24 months of
age compared with non-breeder animals at the same age (Fig. 3b). GST activity
shown a significant decrease both in breeder and non-breeder animals at 24
months of age compared with 3 and 12 months animals at the same group. No
significant difference was found between breeder and non-breeder animals.
(Fig.3c). SOD activity revealed a significant decrease in breeder animals at 24
months of age compared with 3 months of age animals at the same group and
compared with non-breeder animals at the same age. We found no significant
differences between animals of different ages inside the non-breeders group. (Fig.
3d).

(b} GPx activity

-y
(=]

6 {c) GST activity :
) 9
5 8
- 7
o4
a 6
o
Es 5
=2
4
2 3
1 2
1
o ()}
Non-breeders Breeders Non-breeders Breeders
- 4 (d) SOD activity
1400 {a) H,0, consumption
40 ;
1200 | 35
]
1000 . [ g 30
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20
600
15
400 10
200 5
0 3am 6m 12m 24m 0 &m 12m 24m

Non-breed Breed:
Non-breeders Breeders on-ieRaers reeders

Fig 3- Enzymatic antioxidants in lungs of breeder and non-breeder female rats over aging. (a)
H202 consumption levels, indirect measure of catalase and peroxirredoxins; (b) GPx activity (c)
GST activity (d) SOD activity expressed in U/mg of protein. * Significant difference between
breeder and non-breeder animals at the same age; *p< 0.05.Letters show significant difference
between ages within the same group, where a is 3 months and ¢ is 12 months. Results are

expressed as mean + SD.
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Correlation Analysis

Person linear correlation analysis showed that in non-breeder animals SOD
correlated with consumption of H202 (74%) and tGSH correlated with Vit. C (42%).
In breeder animals SOD correlated with GST (56%).

DISCUSSION

The life history theory suggests that investment in reproduction could be
costly for organisms in some aspects. The concept about cost of reproduction
takes into account the trade-offs between reproduction and longevity, as well as
reproduction and future reproductive success (Garratt et al., 2013; Speakman e
Garratt, 2014). One particular idea for this trade-off is that reproduction causes an
increase in free radical production what results in oxidative stress and this has
been implicated as a pathway leading to senescence. A variety of evidence
support the existence of this trade-off, but the physiological costs of reproduction
that underlie this relationship remain poorly understood (Metcalfe e Monaghan,
2013).

Reproduction is well known to demand a great amount of energy, mainly for
mammalian female with hormonal changes, pregnancy and lactation. During
reproduction, individuals typically have much higher rates of metabolism, which,
potentially, could cause increased ROS production (Rizzo et al., 2012b; Schmidt et
al., 2013). However, greater metabolism does not necessarily mean greater ROS
production and further, animals often upregulate the antioxidant defenses in
response to increased ROS, repairing damage and limiting its subsequent
occurrence (Oldakowski et al., 2015). Our results not showed a great difference
between non-breeder and breeder animals in respect to oxidative damage but
some significant differences in aspects of antioxidant defenses between groups in

lungs of female rats.

The support for the hypothesis that oxidative damage to tissues underpins
life-history trade-offs is weak (Stier et al., 2012; Metcalfe e Monaghan, 2013;

Speakman e Garratt, 2014). Some studies have shown positive relationship
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between reproduction and oxidative damage, whereas numerous others have
concluded that reproduction causes no increase, or even a decrease, in parental
levels of oxidative damage (Odakowski et al., 2015). In our findings, carbonyl
groups, that measure protein damage, does not differ between breeder and non-
breeder animals. The profile of protein carbonylation was the same in both groups
with progressive increase of carbonylated proteins during aging, what could be
expected for aged organisms. Analyzing breeding group, although statistically was
not significant, we can distinguish a little decrease in protein carbonylation levels
at 6 months of age animals, considering part of the peak of reproduction phase.
This could be explained by the ‘shielding theory’ what purposes that female can
shield their organism or specific tissues during reproduction to avoid oxidative
damage (Blount et al., 2016).

We can observe a delineated profile in enzymatic activities of GPx, SOD
and H202 consumption when compared breeder and non-breeder animals at 24
months of age. There is a significant decrease in activity of these three enzymes
at 24 months of age in breeder animals. A reduction in antioxidant defenses in
breeder animals is hard to interpret, because it could indicate either that defenses
were depleted by a high rate of ROS production after successive reproduction
periods or that defenses have been downregulated to their not being needed
(Metcalfe e Monaghan, 2013). Considering that oxidative damage in breeder
animals at 24 months of age was not higher than non-breeder animals at the same
age, these findings can demonstrate that reproduction does not increase ROS
production and protein damage in lungs of aged breeder animals. We just have
measured protein carbonylation what cannot exclude the possibility of another
specific protein damage are happening simultaneously. SOD catalyse the
dismutation of superoxide anion (O2*) into oxygen (O2) and hydrogen peroxide
(H202). The enzymes catalase and another peroxiredoxins work coordinately to
eliminate hydrogen peroxide (Halliwell and Gutteridge 2007). We found a strong
correlation between the enzyme SOD with consumption of hydrogen peroxide
(74%) in non-breedeer animals. These results can indicate that the antioxidant
enzymes are working together to prevent oxidative damage or in response to great

levels of ROS in tissue.
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Overproduction of ROS leads to oxidative stress, which induces cells to go
under an inflammation mechanism and lowers cell viability (Comhair e Erzurum,
2005). GPx is an important enzymatic component of the mechanisms for
detoxifying ROS in the lung and may play a significant role in preventing oxidant-
mediated lung diseases. Given the fact that GPx is up-regulated in lungs of
individuals with asthma or chronic beryllium disease (Comhair et al., 1999) or
exposed to exogenous oxidants (Comhair et al., 1999; Comhair et al., 2001) the
airway has the capacity to an sensible increased GPx in response to increase of
ROS and inflammation (Comhair e Erzurum, 2002; 2005). In our findings the
activity of GPx was higher in non-breeder animals at 6, 12 and 24 months of age
related to breeders at the same age, what can indicate an increased ROS
production in these animals. No data exist that corroborates with the lower activity
of GPx in breeder animals, but somehow the mechanisms underlie this result
appears to be related to reproduction once the difference do not occur in animals
at 3 months of age when they had only one litter or even no one. We can
hypothesize that reproduction could be protective or even preventive at some
pathway, that is not the antioxidant system, face to inflammatory processes
induced by ROS in lung tissue, owing to the reduced GPx activity evidenced in
lungs of breeder female.

According to a study of Lee et al, 2012 that measured the expression of
GST during the estrous cycle, the alpha-class GST expression was higher at
proestrus phase than diestrus phase in ovarian tissue. This result corroborates
with ours in lung tissue, where GST activity was lower at 24 months of age in both
groups where females already stopped cycling majority in diestrus (95%). At the
other ages, all female was euthanized at proestrus phase where the GST activity
appears significantly higher, demonstrating great similarity with expressed in
ovarian tissue (Lee et al., 2012). This result suggests that GST in lung is also

sensitive to changes during estrous cycle.

Ascorbate has been demonstrated to be an effective antioxidant. It can act
both directly, by reaction with aqueous peroxyl radicals, and indirectly, by restoring
the antioxidant properties of fat-soluble vitamin E (Bendich et al., 1986).

Glutathione and ascorbic acid are water soluble and carry out their roles principally
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in the cytoplasm and mitochondria, whereas vitamin E is the principal
chainbreaking, lipid soluble antioxidant in membranes. Each compound is a major
free radical reductant in cells. What makes glutathione, ascorbic acid, and vitamin
E special is that they interact in a series of coupled oxidation-reduction reactions.
It nevertheless is worth emphasizing that the regeneration of the reduced forms of
the compounds by the set of coupled reactions provides for amplification of the
antioxidant capacities of each compound. In the absence of redox coupling, the
guenching of oxidants would be limited by the intracellular concentration of each
compound (Winkler et al., 1994).

Glutathione in its reduced form (GSH) has pleiotropic roles, which include
maintaining cells in a reduced state, serving as an electron donor for some
antioxidative enzymes, and forming conjugates with some harmful endogenous
and xenobiotic compounds via catalysis of glutathione S-transferase (Meister e
Anderson, 1983). GSH also has important functions in the reproductive system.
For example, GSH synthesis is involved in oocyte maturation and pronucleus
formation after fertilization (Yoshida et al., 1993; Funahashi et al., 1994). GSH in
reproductive tract secretion appears to improve mouse embryo development
(Gardiner et al., 1998). A decreased ratio of GSH: GSSG is hypothesized to be a
major contributing factor to the detrimental effects of maternal aging and

postovulatory oocyte aging.

According to (Kaneko et al.,, 2001) GSH is found at high levels in female
reproductive tissues, what can explain the lower levels of GSH in lungs of breeder
female at a relevant reproductive age (12 months). This can indicate that GSH is
more recruited for reproductive tissues like uterus, ovaries and oviducts and is less
concentrated in other tissues like lungs. Another factor that could be affected by
this condition is the vit C levels. In this case, the lower concentration of GSH in
lungs of breeder animals, reduced the possibility of interaction between GSH and
vit C, emphasizing the positive correlation of vit C with GSH (42%) only in non-
breeder animals, where GSH levels were possible higher. Consequently, the vit E
levels are affected too because the deficiency in the cascade of oxide-reduction
cycle between GSH — vit C — vit E. We observe a lower levels of vit E in breeder

animals at 6 and 24 months of age, probably because the reduction of vit C levels
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and then the diminish recycling capacity of vit E through vit C, demonstrating the

thin regulation in mechanisms of interaction between this molecules.

In conclusion, our findings demonstrate that reproduction appears to be not
costly for female rats, analyzing the lung tissue and animal creation conditions.
Damage profile seems to be the same when compare breeder and non-breeder
animals, and the antioxidant status show a regular similarity between groups.
Furthermore in specific cases we show lower levels of antioxidants and enzymatic
activity in breeder group what can demonstrate a lower production of ROS or even
less biomolecules damage. These results can indicate an adaptation capacity of
lungs to deal with higher metabolism and the great body changes that happens in
pregnancy and lactation. (Pichaud et al., 2013) suggest that experiencing
reproduction could trigger physiological and metabolic changes in mitochondria
that could explain these adaptations. Other hypothesis is that the transition to the
reproductive state triggers a pre-emptive reduction in levels of oxidative damage to
tissues in order to shield mothers, their gametes and developing offspring from
harm caused by inevitable increase in oxidative damage resulting from
reproductive effort (Blount et al., 2016). This “oxidative shielding hypothesis” may
explain the same levels of oxidative damage when compared breeders and non-
breeders. At least the sex hormones, like oestrogens, have antioxidants and
protective properties as they regulate the gene expression of antioxidant enzymes
that could protect tissues against oxidative stress during pregnancy and lactation
(Borras et al., 2010).

The studies are very controversial even in our group that founded diverse
results in different tissues of rat (Gil Alabarse et al., 2011; Da Silva et al., 2013;
Salomon et al., 2013). What we can observe is that field of exploration is complex
and dependent of ample variables like: individual metabolism, the tissue analyzed,
the creation conditions, the methods of measurements and others (Speakman &
Garrat, 2014).

Our data contributes for the ample field of investigation in attempt to
understand more about the cost of reproduction theory and consequences, like

aging. Lungs are intimately related with all these processes, whereas are
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extremely exposed to external and internal oxidant agents mainly during
reproduction, when energetic and respiratory demand increase and many changes
occurs in lungs. No data since now shows the correlation between lungs, oxidative
stress, reproduction and aging. According to our findings female rat lungs appears
to adapt functions face to reproduction changes with no interference in aging
process, but more research and a specific view are necessary to explain the
physiological mechanisms underlying these processes. Our perspective is verify
another type of measurements like DNA damage, mitochondrial function and

analyze specific parts of tissue to access more information about.
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4. MATERIAL E METODOS SUPLEMENTAR

Com a aprovacio do Comité de Etica da UFRGS n° 2007831 (Anexo I), 80
ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus) foram separados em dois grupos e
envelheceram conforme o esquema demonstrado na Figura 4. Foram controladas
caracteristicas de peso e pelo, procurando indicativos de saude nestes animais.
Caso algum dos animais demonstrasse sintomas de doencga, como perda de pelo
e/ou peso, seria descartado do n amostral. Os animais foram mantidos no biotério

do Departamento de Biofisica da UFRGS.

Animais reprodutores

| Eutanasia dos casais |

24 meses e
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Figura 4: Esquema de criacéo e separacdo dos animais reprodutores e ndo reprodutores,
contendo 10 animais em cada grupo (n =80).
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5. DISCUSSAO SUPLEMENTAR

O envelhecimento é, sem duvidas, um dos mais familiares e conhecidos
aspectos da biologia humana. Uma das singularidades mais evidentes do
processo de envelhecimento € a sua inerente complexidade. Quase todo aspecto
fenotipico do organismo sofre modificacbes ao longo do envelhecimento,
dependente de diversas variaveis evidenciadas em diferentes niveis no organismo
(vide Tabela 1). Esta complexidade fenomenoldgica levou, ao longo dos anos, a
uma vasta proliferacdo de ideias sobre as causas celulares e moleculares

especificas relacionadas a este processo (Kirkwood, 2005).

Tabela 1- Exemplos de fenétipos de envelhecimento em diversos niveis.

Niveis Fendotipos de envelhecimento
1 | Organismo Diferentes espécies, tamanho do animal, taxas metabdlicas,
etc.
2 | Tecidual Alzheimer, aterosclerose, mudancas imuno-enddcrinas.
3 | Celular Limite de proliferacdo, reducdo dos telébmeros,

envelhecimento mitocondrial, etc.

4 | Molecular Manutencdo dos genes e proteinas associadas ao

envelhecimento, etc.

5 | Sub-molecular | Estresse oxidativo, glicacao e carbonilacao, etc.

Através da natureza multidisciplinar, o estudo do envelhecimento vem
sendo caracterizado por uma vertiginosa variedade de teorias, entre elas, uma
das mais proeminentes e instigantes € a teoria dos radicais livres no
envelhecimento, primeiramente postulada por (Harman, 1956) e amplamente
estudada e testada ao longo dos anos (Beckman e Ames, 1998)

O estresse oxidativo ganhou notoriedade principalmente por sua
caracteristica universal e seu substancial custo para os organismos. Custo este
gue pode ser quantificado em termos energéticos para acessar, por exemplo, o

custo da reproducéo e a sua ligacdo com a senescéncia (Isaksson et al., 2011).
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Além do mais, o estresse oxidativo possui um campo potencial de ideias a
respeito da complexidade e especificidade da regulacdo dos processos
fisiolégicos do organismo, como a capacidade reprodutiva e oS mecanismos que
cercam o envelhecimento (Eugenia Matzkin et al., 2016).

Pelo fato de as proteinas serem abundantes nas células, séo os principais
alvos de modificacbes oxidativas (Hoehn et al., 2013). Diversos trabalhos
demonstram o aumento dos niveis de proteinas carboniladas relacionadas ao
envelhecimento em diversos tecidos e espécies, conforme compilados no trabalho
de (Levine, 2002). Estes achados corroboram com os resultados encontrados em
nosso trabalho, onde o nivel de proteinas carboniladas no pulmdo de ratas
fémeas foi significativamente maior nos animais de 12 e 24 meses independente
se eram reprodutores ou néo reprodutores.

Como resultado deste dano, as proteinas afetadas perdem sua
funcionalidade bioquimica, a expressao proteica é alterada e finalmente ocorre a
formacdo de agregados, resultando em diferentes consequéncias para as células
(Hoehn et al., 2013). Possiveis mecanismos envolvidos neste acumulo de
grupamentos carbonila em proteinas ao longo do envelhecimento sé&o
hipotetizados, como: 0 aumento na taxa de espécies oxidantes; a diminuicdo da
neutralizacdo destas espécies; o aumento da suscetibilidade das proteinas a
oxidacdo; e a diminuicdo da taxa de remocdo destas estruturas oxidadas (via
lisossomal ou proteossomal). Todos estes eventos sofrem declinio com o avanco
do processo de envelhecimento, estando em concordancia como aumento de
proteinas carboniladas (Levine, 2002).

Um dos aspectos que cerca os estudos sobre o envelhecimento e seus
mecanismos de evolucdo sdo os chamados trade-offs, os quais hipotetizam
situagdes de custo-beneficio ao longo da historia de vida dos individuos e os
possiveis processos fisiologicos que o envolvem. Uma ideia em particular,
amplamente discutida e estudada, é a existéncia de um possivel trade-off entre
investimento reprodutivo e sobrevivéncia, que poderia ser explicado através da
producdo de espécies reativas e 0 estresse oxidativo resultante (Speakman e
Garratt, 2014).
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Neste contexto, a reproducdo seria custosa para o organismo, levando a
predicdo de que um maior investimento na reproducdo atual seria de alguma
maneira negativamente relevante para os eventos reprodutivos futuros, bem
como, a manutencéo e desenvolvimento das reproducdes (Metcalfe e Monaghan,
2013). Esta hipétese, portanto, prediz que o aumento do esforco empregado no
processo reprodutivo é associado ao aumento de dano oxidativo e este dano se
acumularia ao longo da vida levando a disfuncdes, envelhecimento e mortalidade
(Beckman e Ames, 1998; Speakman e Garratt, 2014).

Apesar dessas predicdes, existem poucas evidéncias experimentais que
comprovam que o investimento reprodutivo aumenta 0 estresse oxidativo nos
organismos. Analisando alguns estudos que tiveram como objetivo medir o custo
oxidativo da reproducdo em pequenos mamiferos (Garratt et al., 2013; King et al.,
2013; Plumel et al., 2014; Xu et al., 2014; Oldakowski et al., 2015), é possivel
observar que apenas em um desses experimentos e em um Unico tecido testado
(sangue), foi possivel observar algum aumento de dano oxidativo. Nos demais,
nao existe evidéncia de aumento no estresse ou dano oxidativo em fémeas
reprodutoras com investimento reprodutivo ao longo da vida. Em alguns tecidos, o
dano foi ainda menor em reprodutoras do que nas fémeas ndo reprodutoras
utilizadas como controles.

Todos estes trabalhos corroboram com 0s nossos resultados, visto que nao
foi possivel verificar nenhuma diferenca significativa em termos de danos no
pulmdo de fémeas reprodutoras e nao reprodutoras em todas as idades,
demonstrando assim que a reproducdo nao esta influenciando o acumulo de
danos neste 6rgéo.

As vias utilizadas pelo organismo para driblar a grande demanda
energética e o aumento das taxas metabdlicas que ocorrem no organismo durante
0 processo de reproducdo também séo hipotetizadas em diversos estudos. Garrat
et al, 2013 mostra adaptacdes celulares e metabdlicas a nivel mitocondrial.
(Blount et al., 2016), hipotetiza um mecanismo de reducdo na producdo de
espécie reativas e consequente diminuicdo de dano oxidativo através de um
sistema de blindagem do organismo da fémea durante o processo de transicao

para o estado reprodutivo, onde h4 a protecdo de gametas e das ninhadas. Blount
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et al, 2016 ainda comenta sobre o fato de as fémeas apresentarem aumento na
massa dos oOrgdos durante a gestacdo e lactacdo, o que poderia levar a uma
diluicdo nas dosagens tanto dos niveis de dano como nas defesas antioxidantes.
(Persky et al., 2000; Kireev et al., 2007; Borras et al., 2010) mostram o efeito
protetor do hormonio estradiol, atuando como antioxidante nas mitocondrias
(Borras et al., 2010), no musculo cardiaco e esquelético (Persky et al., 2000) e no
figado (Kireev et al., 2007).

Na revisédo de Speakman e Garrat, 2013 diversas variaveis sdo abordadas
e discutidas com bastante profundidade, as quais podem ter significativa
relevancia para os resultados encontrados nos estudos acerca dos custos da

reproducdo no tempo de vida, como:

() 0 estresse oxidativo durante a reproducdo pode ser encontrado
em estados diferentes dependendo do tecido estudado. Isso
levanta a possibilidade de que os animais alocam suas defesas
de maneira diferente entre os tecidos e substratos, protegendo
estruturas e tecidos de maior importancia para a reproducéo atual
e manutencado para posteriores. Como observado no estudo de
Brand e Esteves, 2005, onde foram detectados diferentes niveis
de defesas antioxidantes em diferentes tecidos dos mesmos
animais, sugerindo que a hip6tese esta correta. O mesmo pode
ter ocorrido em nosso trabalho, onde encontramos a queda da
atividade da enzima GPx em animais nao reprodutores,
evidenciando a possibilidade de um recrutamento desta enzima
para outros tecidos com maior suscetibilidade ao estresse
oxidativo durante a reproducéo;

(1 a metodologia de manipulacdo da reproducdo também é um
fator determinante para 0 acesso aos dados de estresse
oxidativo, como por exemplo: alguns estudos utilizam a
manipulacéo do esforgo reprodutivo, onde ha a comparacao entre
casais que tiveram o tamanho de suas ninhadas artificialmente

reduzidas com aqueles que tiveram o tamanho de suas ninhadas
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(1)

(V)

artificialmente aumentadas (Beaulieu et al., 2011; Garratt et al.,
2013). Ao contrario, em nosso trabalho utilizamos a metodologia
de estado reprodutivo, onde alguns individuos sédo “forcados” a
reproduzir, sendo dispostos em gaiolas com apenas um outro
animal do sexo oposto, e comparados com animais que Sao
forcados a ndo reproduzir, isolados de individuos do sexo oposto.
Ambas metodologias sédo validas, mas trazem analises
divergentes.

a analise do estresse oxidativo de animais em campo (Costantini
et al., 2010; Beaulieu et al., 2011; Marko et al., 2011; Heiss e
Schoech, 2012) comparados a animais criados em laboratorio
(Sainz et al., 2000; Da Silva et al., 2013), também demonstram
grande variedade de obtencdo de dados. Uma raz&o potencial
para essas diferencas é que os animais de laboratério recebem
acesso a comida e agua ad libitum, o que pode fazer com que o0s
animais regulem positivamente suas defesas antioxidantes e a
utiizem durante a reproducdo, ao contrario dos animais
selvagens, onde os recursos sao limitados e a obtengcdo dos
mesmos requer algum tipo de esforco.

0s parametros analisados e as metodologias empregadas
também fazem conta nessas contradicdes. Por exemplo: animais
selvagens normalmente s&o analisados somente no que se refere
a parametros sanguineos, o que limita a analise. Métodos

generalistas como TBARS, ndo acessam dados confiaveis, etc.

A partir do exposto, é possivel verificar o alto nivel de complexidade e

contrariedade que cercam a teoria do custo da reproducao e tempo de vida. Ainda
nao foi possivel chegar a uma resposta clara e Unica sobre a influéncia da
reproducdo no status oxidativo dos organismos, tendo em vista a grande
variedade de andlises, manipulacées e metodologias. O que se pode verificar €
gue ha a necessidade de uma visdo mais especifica e individualista sobre o tema,

pois, ao que se pode observar, o estudo do estresse oxidativo ndo apresenta
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linearidade no que diz respeito a diferentes espécies, tecidos e substratos, sendo

necessarios mais estudos acerca do assunto.
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6. CONCLUSAO

De maneira geral, nossos resultados refutam a ideia de que a reproducéo €
custosa para o organismo das fémeas, tendo em vista que o perfil de dano
oxidativo em animais reprodutores foi similar comparado ao de animais nao
reprodutores. Ainda, as defesas antioxidantes ndo se mostraram aumentadas em
animais reprodutores, 0 que poderia se esperar em organismos que estivessem
tentando neutralizar a acdo do estresse oxidativo, ao contrario, foram observadas
diminuicbes das defesas em algumas idades e parametros especificos. N&o
podemos generalizar o efeito da reproducéo sob o aspecto do estresse oxidativo
no organismo como um todo, o que se pode inferir € que especificamente no
pulmé&o de fémeas, ndo foi possivel observar a influéncia da reproducgéo tanto em

aspectos de estresse oxidativo quanto no envelhecimento.
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7. PERSPECTIVAS

A conclusdao deste trabalho contribui para a complementacdo do
entendimento do impacto da atividade reprodutiva e do envelhecimento sobre o
perfil oxidativo dos organismos, abrindo a possibilidade de maiores estudos

acerca do assunto. Entre estes podemos citar:

v' Avaliar a longevidade associada a atividade reprodutiva em ratas
fémeas.

v Mensurar os marcadores de dano oxidativo e quantificar os
antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos em diferentes partes do
pulmdo e em organelas especificas.

v' Mensurar atividade mitocondrial e a eficiéncia dos complexos
mitocondriais para avaliar a demanda energética nestes processos;

v' Comparar os dados obtidos em pulmdo de ratas fémeas com

pulméo de ratos machos, para acessar a diferenca entre 0s sexos.
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