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APRESENTACAO

Esta tese teve como objetivo geral avaliar os efeitos do envelhecimento e do
exercicio fisico regular, de baixa intensidade, em esteira, sobre: 1) equilibrio e parametros da
marcha; e 2) biomarcadores oxidativos em medula espinal, tronco encefalico, cerebelo e
cortex cerebral em ratos Wistar machos.

A tese estd estruturada em nove capitulos, onde inicialmente se apresenta a
introducdo ao tema, que estd organizada em quatro subitens de revisdo bibliogréfica, que
abordam os achados relativos ao tema, provenientes da literatura cientifica atual. Em seguida,
é apresentada a hipotese, seguida do objetivo do estudo, que esta dividido em dois subitens, o
primeiro mostrando o objetivo geral da tese e 0 segundo, 0s objetivos especificos. O quarto
capitulo contém os materiais e meétodos, onde esta descrito em detalhes todos os
procedimentos realizados ao longo do estudo. No capitulo cinco estdo apresentados oS
resultados na forma de um artigo cientifico e um manuscrito, 0s quais mostram 0s materiais e
métodos utilizados e os resultados obtidos em cada um dos estudos.

O artigo apresenta os efeitos da idade e do exercicio regular de baixa intensidade
sobre parametros do passo e equilibrio, e biomarcadores oxidativos em medula espinal de
ratos Wistar. Nesse artigo sdo apresentados ainda os efeitos da idade e do exercicio sobre
alteracdes no peso corporal e valores plasmaticos de glicose, triglicerideos, colesterol total e
HDL colesterol. O artigo também apresenta o efeito da idade e do exercicio de baixa
intensidade sobre a relacdo entre peso do musculo séleo e peso corporal, usado como
indicador de perda de massa muscular esquelética, e correlacdo entre essa relacao e a variacao
no peso corporal induzida pelo envelhecimento. Este artigo foi publicado na revista Brazilian
Journal of Medical and Biological Research (2019).

O manuscrito apresenta o efeito da idade e do exercicio regular de baixa intensidade
sobre valores de tiois totais, capacidade antioxidante total, atividade da enzima superoxido
dismutase e hidroperéxidos lipidicos em regides encefalicas como cortex cerebral, cerebelo e
tronco encefalico. O artigo apresenta ainda os efeitos da idade e do exercicio sobre medidas
radiogréficas feitas no osso fémur. Este artigo esta submetido a avaliacdo na revista Brazilian
Journal of Medical and Biological Research.

O capitulo seis compreende a discussdo, onde o0s principais resultados dos dois

artigos cientificos sdo discutidos em conjunto, amparados por achados da literatura. No
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sétimo capitulo sdo apresentadas as conclusfes possiveis até o0 momento deste trabalho de
doutorado. No capitulo seguinte estdo as perspectivas de futuros estudos sobre o tema da tese.
No ultimo capitulo encontram-se as referéncias bibliogréficas dos textos cientificos
consultados apenas para a redacdo dos capitulos Introducéo, Material e Métodos e Discusséo.
As referéncias bibliograficas dos artigos cientificos sdo apresentadas ao final de cada artigo.
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RESUMO

E sabido que o avanco da idade aumenta a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
diminui antioxidantes no sistema nervoso central (SNC). Sao desconhecidas essas alteragoes
no SNC de ratos Wistar com idades intermediarias e muito avancadas. Uma estratégia
benéfica para envelhecimento com qualidade de vida é o exercicio fisico. Porém, se
desconhece os efeitos do exercicio de baixa intensidade sobre ROS no SNC. Este trabalho
avaliou os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico regular de baixa intensidade em
esteira sobre: equilibrio e passo, biomarcadores oxidativos em medula espinal, tronco
encefalico, cerebelo e cortex cerebral, e perda de massa muscular esquelética e aspecto
radiogréfico do osso fémur, em ratos Wistar machos com diferentes idades. O peso corporal
aumentou até 24 meses, e diminuiu aos 30 meses, idade onde a glicemia reduziu e colesterol
total e HDL colesterol aumentaram. O indicador de perda de massa muscular (peso do
musculo s6leo/peso corporal) diminuiu aos 24 e 30 meses. Os comprimentos da passada e do
passo aumentaram até 18 meses, mas reduziram aos 24 e 30 meses. O envelhecimento
aumentou a largura do passo, reduziu o indice funcional do nervo isquiatico (IFI), e aumentou
0 numero de deslizes e 0 tempo gasto para atravessar a barra estreita, teste que avalia o
equilibrio. Na medula espinal, a geracdo de anion superdxido, peroxido de hidrogénio,
capacidade antioxidante total (TAC), e atividade da enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD) aumentaram, enquanto o conteddo de tidis totais reduziu e o0s
hidroperdxidos lipidicos permaneceram inalterados. No encéfalo se observou: aumento nos
hidroperdxidos lipidicos em tronco encefalico e cerebelo aos 30 meses; aumento na TAC no
tronco encefalico aos 24 e 30 meses; reducéo no contetdo de tiois totais em tronco encefélico,
cerebelo e cortex cerebral; sem mudancas na SOD. No fémur, o envelhecimento aumentou o
comprimento e a largura, a espessura da cortical, promoveu esclerose na cortical e medular,
aumentou a radioluscéncia, radiopacidade e remodelamento de pescogo femoral, deformidade
Ossea, e osteofito. O exercicio ndo mudou peso corporal, indicador de perda de massa
muscular esquelética, comprimentos da passada e do passo, largura do passo, IFI, e
parametros oxidativos em medula espinal. Porém, o exercicio reduziu o nimero de deslizes e
0 tempo gasto na travessia da barra estreita, aumentou hidroperoxidos lipidicos em tronco
encefalico aos 6 e 18 meses e diminuiu aos 24 meses, reduziu o conteudo de tiois totais no
tronco encefalico aos 6 meses, a TAC em cortex cerebral aos 24 meses, e a atividade da SOD
em cerebelo aos 6 e 18 meses. O exercicio ainda reduziu a radioluscéncia e a esclerose na
cavidade medular. Apesar de o estudo ter limitacdes (nimero pequeno de ratos por grupo), 0s
resultados em conjunto seguem na direcdo de efeito benéfico do exercicio de baixa
intensidade durante o envelhecimento. Nesse contexto, os resultados do presente estudo
reforcam o uso desse tipo de exercicio como estratégia para envelhecimento com qualidade de
vida.

Palavras-chave: Envelhecimento. Sarcopenia. Raio-X do fémur. Espécies reativas de
oxigénio. Quedas em idosos. Alteraces no passo.



ABSTRACT

Advancing age increases the formation of reactive oxygen species (ROS) and decreases
central nervous system (CNS) antioxidants. These changes in the CNS of Wistar rats with
intermediate and very advanced age are unknown. A beneficial strategy for aging with quality
of life is exercise. However, there is a lack of knowledge about the effects of low intensity
exercise on ROS in the CNS. This study evaluated the effects of exercise and regular low-
intensity treadmill exercise on: balance and stride, oxidative biomarkers in the spinal cord,
brainstem, cerebellum and cerebral cortex, in addition to skeletal muscle mass loss and
radiographic aspect of the femur, in male Wistar rats with different ages. Body weight
increased up to 24 months, and decreased at 30 months, age in which blood glucose decreased
and total cholesterol and HDL cholesterol increased. The indicator of muscle mass loss
(soleus muscle weight / body weight) decreased at 24 and 30 months of age. Stride and step
lengths increased up to 18 months but reduced at 24 and 30 months of age. Aging increased
the stride width, reduced the sciatic nerve functional index (SFI), and increased the number of
slips and time spent crossing the narrow bar, a test that assesses balance. In the spinal cord,
generation of superoxide anion, hydrogen peroxide, total antioxidant capacity (TAC), and the
activity of the antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) increased, while total thiol
content decreased and lipid hydroperoxides remained unchanged. In the brain we observed:
increase in lipid hydroperoxides in brainstem and cerebellum at 30 months; increased
brainstem TAC at 24 and 30 months; reduction in total thiols content in brainstem, cerebellum
and cerebral cortex; no changes in the SOD. In the femur, aging increased length and width,
cortical thickness, promoted cortical and medullary sclerosis, increased radiolucency,
radiopacity and remodeling of the femoral neck, bone deformity, and osteophyte. Exercise did
not alter body weight, indicator of skeletal muscle loss, stride and step lengths, stride width,
SFI, and spinal cord oxidative parameters. However, exercise reduced the number of slips and
time spent crossing the narrow bar, increased brainstem lipid hydroperoxides at 6 and 18
months and decreased it at 24 months, reduced total brain thiol content at 6 months, TAC in
the cerebral cortex at 24 months, and cerebellar SOD activity at 6 and 18 months of age.
Exercise further reduced radiolucency and sclerosis in the medullary cavity. Although the
study has limitations (small number of rats per group), the results together go towards the
beneficial effect of low intensity exercise during aging. In this context, the results of the
present study reinforce the use of this type of exercise as a strategy for aging with quality of
life.

Keywords: Aging. Sarcopenia. Femur X-Ray. Reactive oxygen species. Falls in the elderly.
Changes in stride.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento

A populacdo mundial esta se tornando envelhecida dada as mudancas que estdo ocorrendo
em todo 0 mundo, como diminuigcdo nas taxas de fertilidade e aumento na expectativa de vida
(VALERA et al., 2019; SHWE, 2018; KRATZ et al, 2018; KALACHE, 2008). Uma
classificagdo para o ciclo vital da vida de humanos é a que segue: adulto, jovem com idades
entre 20 a 40 anos; meia-idade, idades entre 40 a 65 anos; terceira idade, dos 65 anos em
diante. Segundo KARA-JOSE et al. (2008), a Organizacdo Mundial da Sadde classifica o
envelhecimento em quatro estagios: meia-idade, 45 a 59 anos; idoso, 60 a 74 anos; ancido, 75
a 90 anos; e velhice extrema, 90 anos em diante.

As estimativas de crescimento da populacdo mundial projetam o nimero de pessoas com
idade acima de 60 anos em cerca de dois bilhdes por volta de 2050 (QI et al., 2019;
NEUMANN; ALBERT, 2018; VAZQUEZ et al.,2018). Segundo NEUMANN; ALBERT
(2018), os individuos com mais de 60 anos de idade representara 22% da populacdo mundial,
e 80% desta populacéo estara vivendo em paises em desenvolvimento. No Brasil, um pais em
desenvolvimento, se estima 64 milhdes o nimero de pessoas com idade acima de 60 anos por
volta de 2050 (NEUMANN; ALBERT, 2018; MIRANDA et al., 2016). Segundo dados mais
recentes divulgados pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), a proporcéo de
brasileiros com idade acima de 65 anos passara de 9,5% para 25,5% até o ano de 2060. O
IBGE estima ainda que no estado do Rio Grande do Sul a proporcao de individuos com idade
acima de 65 anos passara de 12,7% para 29% até 2060.

Em paises desenvolvidos, o envelhecimento ocorre de forma gradual, acompanhando o
crescimento econdmico e social do pais. Porém, em paises em desenvolvimento, o
envelhecimento da populacdo estd se dando antes mesmo da implantacdo de politicas sociais
efetivas para reducdo de disparidades sociais, embora iniciativas ja estejam em andamento
nesses locais (NEUMANN; ALBERT, 2018). No Brasil, um grande avanco foi a criacdo do
Estatuto do Idoso (LEI N° 10.741, DE 1° DE OUTUBRO DE 2003), destinado a regular os



direitos assegurados as pessoas com idade igual ou superior a 60 anos. Dentre as conquistas
mais recentes esta o plano “Estratégia Brasil Amigo da Pessoa Idosa”, criado em 03 (trés) de
abril de 2018. Esse plano propde uma busca para alcancar o envelhecimento ativo, saudavel,
cidaddo e sustentavel para todos os brasileiros (site Nagdes Unidas — Brasil).

Considerando as taxas de projecOes elevadas para a populacdo velha e idosa, torna-se
importante conhecer os mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento, pois isso
fornecera subsidios para implantacdo de politicas mais efetivas para envelhecimento saudavel.

As pesquisas mostraram até o presente momento que envelhecimento & um processo
dindmico e progressivo, no qual ocorrem modificacbes morfoldgicas, funcionais e
psicoldgicas que determinam a progressiva perda da capacidade de adaptacédo do individuo ao
meio ambiente, ocasionando maior vulnerabilidade e incidéncia de processos patologicos
(KRUK et al., 2019; ENGERS et al., 2010; MARCHI NETO, 2004; HARMAN, 1981).
Segundo alguns autores (LIMA et al., 2011; ESQUENAZI et al., 2014), o envelhecimento é
um processo no qual as alteracdes iniciam precocemente e vao evoluindo de forma lenta e
gradual, ndo ocorrendo necessariamente em paralelo com o avanco da idade cronoldgica, e
apresenta variacao individual. ESQUENAZI et al. (2014) relatou que o envelhecimento inicia
na concepcgao e constitui um processo natural de diminuicdo progressiva da funcionalidade dos
individuos. O processo é acompanhado por modificacdes em diferentes sistemas do
organismo, como antropométrico, cardiovascular, pulmonar, nervoso e outros (SCHWARZ et
al., 2009; MORA et al., 2007; MATSUDO et al., 2000). Em musculos esqueléticos ocorre
perda de sua massa, processo chamado sarcopenia, caracterizado por queda no ndmero e
tamanho de fibras musculares (MORLEY et al, 2011; HIDA et al, 2014; PANNEREC et al.,
2016). O avanco da idade também provocou declinio no sistema musculoesquelético, o qual
compreende 0ssos, tenddes, ligamentos, cartilagens e mdsculos associados (KRUK et al.,
2019; DOMAZETOVIC et al., 2017; ALMEIDA; O’BRIEN, 2013). Assim, o envelhecimento
traz consequéncias ao comportamento do individuo, como, por exemplo, alterac6es na
motricidade.

As alteragdes no controle motor podem levar a queda, uma ocorréncia comum em
humanos velhos e/ou idosos. A origem da queda pode ser associada ndo apenas a fatores
intrinsecos, decorrentes de alteracGes fisiologicas do envelhecimento, doengas e efeitos de

medicamentos, mas também a fatores extrinsecos, circunstancias sociais e ambientais que



oferecem desafios ao idoso (RIBEIRO et al., 2008). As consequéncias da queda em pessoas
dessas faixas etérias € um dos principais problemas na medicina geriatrica e na satde publica
(VERGHESE; AYERS, 2017; FALSARELLA et al, 2014; AAMA, 2011). Pesquisas
mostram que mais de um terco das pessoas com idade de 65 anos ou mais passam por algum
tipo de queda a cada ano e, na metade dos casos, as quedas sdo recorrentes (GERARDS et al.,
2017). O risco de algum tipo de queda duplica ou triplica quando ha& presenca de
comprometimento cognitivo ou historico de quedas anteriores no paciente. Ainda, as quedas
geralmente estdo associadas a restricio na mobilidade, fraturas, depressdo, incapacidade
funcional, perda da independéncia e autonomia, institucionalizag&o e declinio na qualidade de
vida (BROSEL et al., 2016; GRANACHER et al., 2012; AAMA,2011; PADOIM et al, 2010;
WHO, 2007; CHAMOWICZ,1987).

A recuperacdo ap0s uma queda de pessoas velhas ou idosas é lenta e onerosa, tanto ao
individuo como ao poder publico (GELL; PATEL, 2019; ESQUENAZI et al., 2014; NARSI,
2008; GAZZOLA et al., 2005; TANG et al., 2002; ALVAREZ et al., 2000). Apesar de terem
sido identificados multiplos fatores de risco para quedas (FHON et al., 2016; UNGAR et al.,
2013), ainda ndo se sabe ao certo 0os mecanismos celulares e moleculares que levam a essa
condicdo. A identificacdo de mudancas biologicas especificas associadas a queda em humanos
velhos e idosos pode abrir novos caminhos para o desenvolvimento de intervencbes que
venham a reduzir o risco dessa ocorréncia nesses individuos. Neste contexto, torna-se também
imperativo o conhecimento dos processos envolvidos no envelhecimento para se desenvolver
habitos e politicas que levem a envelhecimento saudavel.

Os estudos sugerem que o envelhecimento é um processo complexo, progressivo,
heterogéneo, deletério e irreversivel, que se caracteriza por afetar todos 0s organismos vivos e
conduzir a uma reducdo adaptativa, aumentando a vulnerabilidade, determinando declinio
funcional, aumentando o namero de doencas e o risco de morte (KRUK et al, 2019; ENGERS
et al, 2010). Diversas teorias tentam explicar o processo de envelhecimento. Porém, uma
teoria que tem se destacado nas Ultimas duas décadas é a que propde alteracdes em espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species). Segundo essa teoria, 0
envelhecimento levaria a um aumento na formacdo de ROS e, como consequéncia,
desregulacdo em sistemas de sinalizagdo intracelulares onde essas espécies participam direta
ou indiretamente (RAJAGOPEL et al., 2016; VINA et al., 2013; POLJSAK et al.,2013;



WICKENS, 2011, RADAK, 2008; ROSA et al., 2005, HARMAN, 1992). As ROS séo

apresentadas no item a seguir deste texto.

1.2 Espécies reativas de oxigénio (ROS) e sistemas antioxidantes: participacdo no

envelhecimento

As ROS sdo geradas como intermediarios no metabolismo energético normal das células
(HALLIWELL; GUTTENRIDGE, 2015; PISOSCH; POP, 2015). Existem inumeras fontes
endogenas de ROS, como a enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases
(NADPH oxidases) e a respiragdo mitocondrial (GRACE et al., 2016; PISOSCHI; POP, 2015;
KIM, et al., 2004; CADENAS; DAVIES, 2000). As ROS podem ser radicalares, como 0 anion
superéxido (0,*) e o radical hidroxil (OH®), ou ndo radicalares, como o peréxido de
hidrogénio (H»0,). O O,* pode potencialmente reagir com componentes celulares préximos,
mas é rapidamente convertido a H,O,, uma molécula mais estavel que o O,*". Ainda, 0 H,O»
pode reagir com metais de transicdo, como ferro e cobre, presentes na célula, dando origem ao
radical OH® (KRUK et al, 2019; SCHIEBER; CHANDEL, 2014; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). Este ultimo é extremamente reativo, propagando a formacdo de ROS
como uma reacdo em cadeia, mediante remocdo de elétrons de outras moléculas e
transformacdo destas em novos radicais. O H,O,, por sua vez, tem menor reatividade, mas
pode se difundir pelo citoplasma e eventualmente chegar ao ndcleo e reagir com 0 DNA
(KRUK et al, 2019; BECKHAUSER; FRANCIS-OLIVEIRA; PASQUALE, 2016; KIM et al.,
2015; LIOCHEV, 2013).

Devido a sua natureza altamente reativa, as ROS, quando em excesso, podem levar a
situacOes de estresse celular mediado por oxidantes (PISOSCHI; POP, 2015; KALLENBORN-
GERHARDT et al., 2013; POLJSAK et al., 2013; SIES, 1991). Por outro lado, em baixas
concentragdes, essas espécies atuam beneficamente em diversas fungbes fisiologicas, como
respostas mitogénicas, ativagdo de fatores de transcricdo e regulagdo de vias de sinalizacao
intracelular (P1ZZINO et al., 2017; ADAMS et al., 2015; CIRCU; AW, 2010; DROGE, 2002).

De acordo com Poljsak et al. (2013), um ambiente levemente pro-oxidativo é necessario para



manter os processos de sinalizacdo em condicdes ideais, 0 que sugere que as corregdes nas
concentracdes de ROS devem ser sutis.

A homeostase redox das células é cuidadosamente mantida por um elaborado sistema de
defesas antioxidantes, constituido por componentes enzimaticos e ndo enzimaticos (POLJSAK et
al., 2013). Os antioxidantes sdo moléculas que quando presentes em baixas concentra¢cdes em
relacdo ao substrato oxidavel previnem a oxidagdo do substrato (HALLIWELL; GUTTENDGE,
2015; SALMON et al., 2010). Os antioxidantes possuem papel essencial na regulacdo da
producdo de ROS e na prote¢do do meio intracelular aos danos causados pelo excesso de ROS
(PIZZINO et al., 2017; DROGE, 2002). Dentre as primeiras linhas de defesas antioxidantes
enzimaticas, destaca-se a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a conversdo de O,° em
H,0,. O H,0,, por sua vez, pode ser eliminado pela catalase ou peroxidases (FRIDOVICH,
1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, destaca-se
0 acido ascorbico, a glutationa e o alfa-tocoferol. A glutationa é um tripeptideo capaz de reduzir e
regenerar varias moléculas oxidadas, atuando também como um eficiente scavenger de ROS
(HALLIWELL; GUTTENRIDGE, 2015; SALMON et al., 2010). Os tiois totais, dentre os quais
estd a glutationa, sdo particularmente sensiveis as reacOes redox e sdo considerados sensores
redox, os quais interagem com diferentes tipos de oxidantes para formar, em diversas situacoes,
uma modificacdo covalente reversivel que inclui a formacdo de pontes dissulfidicas, principal
mecanismo por meio do qual se pode controlar a funcdo de proteinas (EATON, 2006; DROGE,
2002). Assim, um marcador importante de oxidacdo de proteinas € o conteddo de tidis totais
(TROMM et al., 2012).

O sistema nervoso central (SNC), composto pela medula espinal e encéfalo, € alvo do
processo de envelhecimento como qualquer outro sistema corporal (JOVE et al., 2019). Segundo
STEFANATOS e SANZ (2018), o encéfalo € o 6rgdo mais complexo, o qual consome mais
energia do que qualquer outro tecido em proporcdo ao seu tamanho. De acordo com esses
autores, o envelhecimento provoca acumulo de mitocéndrias danificadas, as quais passam a
produzir menos ATP (trifosfato de adenosina) e mais ROS. O aumento nessas espécies provoca
estresse oxidativo, mais danos em mitocdndrias e, consequentemente, uma crise energética que
dispara doengas neurodegenerativas e acelera o envelhecimento.

No SNC, o envelhecimento provocou alteracdes em diversas regides, incluindo areas com

papel importante no controle motor, postural e equilibrio (GARG et al.,2018; DEVI 2009;



STEFANATOS; SANZ, 2018; ZHANG et al., 2013; YEOMAN et al., 2012). Apesar de o SNC
ser uma estrutura continua, foi demonstrado que mitocdndrias da medula espinal possuem
bioenergética que difere daquela do encéfalo (YONUTAS et al., 2015). Segundo esses autores, a
respiracdo mitocondrial mediada por NADH e FADH2 diminuiu em cortex cerebral e nos
segmentos cervical, toracico e lombar da medula espinal ao longo do envelhecimento. Ainda, a
mitocondria da medula espinal produziu mais ROS do que a mitocondria do encéfalo,
independente da idade do animal do qual foram isoladas as mitocondrias (YONUTAS et al.,
2015). Nesse estudo foi também relatado que a formacdo de ROS aumentou cerca de 200 a 600%
no SNC de ratos velhos da linhagem Sprague-Dawley comparado a valores obtidos em animais
jovens, e 0 aumento se deu principalmente em cértex cerebral e segmentos cervical, torécico e
lombar da medula espinal. Porém, a quantificacdo de ROS foi feita por método fluorescente
usando diclorofluoresceina, o qual ndo permite discriminar qual ROS estd aumentada
(WINTERBOURN, 2015). Portanto, uma questdo ainda em aberto é relacionar o efeito do
envelhecimento sobre ROS especifica. Esse conhecimento, com certeza, contribuird para um
melhor entendimento das alteracGes especificas que ocorrem nas ROS durante o envelhecimento.

No encefalo, o envelhecimento também aumenta a formacdo de ROS, mas as alteracdes
parecem depender da regido (STEFANATOS; SANZ, 2018; JACKSON; MCAEDLE, 2016;
LIOCHEV, 2013; YEOMAN et al.,, 2012; BOKOV et al, 2004). Foi demonstrado que
mitocondrias isoladas de cortex cerebral e hipocampo de ratos velhos produziram mais ROS
comparada aquelas isoladas de animais jovens, mas essa alteracdo ndo ocorreu em cerebelo
(YONUTAS et al., 2015). O envelhecimento também provocou acréscimo na peroxidacdo de
lipideos e em hidroperéxidos lipidicos em telencéfalo, cerebelo e tronco encefélico de ratos com
idades de 6, 13, 19 e 26 meses comparado a ratos com 3 meses (GUPTA et al., 1991). Segundo
STEFANATOS & SANZ (2017), as diferencas na funcdo mitocondrial, especificas para cada
regido encefalica, podem ser a razdo de certas areas do encéfalo serem desproporcionalmente
mais afetadas pelas ROS durante o envelhecimento; e essas diferencas podem desempenhar um
papel fundamental em doencas neurodegenerativas relacionadas a idade.

O avanco da idade também provocou modifica¢cdes em antioxidantes no SNC. Em medula
espinal, o conteddo de tidis totais estava significativamente reduzido em ratos com idades de 24-
26 meses comparado a animais de idades 3-4 meses (BALU et al., 2005). Todavia, permanecem

ainda desconhecidas as varia¢Ges graduais em tidis totais ocasionadas pelo envelhecimento, tanto



em medula espinal como em encéfalo. Em cdrtex cerebral de ratos de 24 meses, a relacdo entre
glutationa reduzida e oxidada diminuiu comparada aquela dessa regido encefalica de ratos de 3
meses (SOUZA et al., 2018). Nesse estudo foi observado ainda aumento na atividade da SOD no
cortex cerebral de ratos velhos. Entretanto, outro estudo relatou queda na atividade da SOD em
telencéfalo, cerebelo e tronco encefalico de ratos com idades de 6, 13, 19 e 26 meses, comparado
a 3 meses (GUPTA et al., 1991). Em camundongo, o contetdo de glutationa aumentou em
cerebelo e tronco encefalico com o avan¢o da idade (HUSSAIN et al., 1995). Porém, ainda se
desconhece as alteragdes em antioxidantes em regides encefalicas de ratos na senescéncia, idade
de 30 meses para ratos da linhagem Wistar (ALTUN et al., 2007; JOLITHA et al., 2006). Foi
demonstrado que poucas das alteragdes neuroquimicas encontradas no tecido nervoso aos 30
meses estavam presentes em idades intermediarias (VIRGILI et al., 2001).

Considerando o conhecimento até aqui apresentado, as respostas as questdes anteriores
poderdo proporcionar uma visdo mais ampla das variagdes decorrentes do envelhecimento e,
assim, oferecer subsidios ao melhor entendimento de terapias antioxidantes para envelhecimento
saudavel. Ademais, o envelhecimento leva a mudangcas em neur6nios motores, as quais
comprometem a locomogédo e torna os individuos susceptiveis a quedas (PANNESE, 2011;
JAHN et al, 2010; SHANKAR, 2010; SCHWARZ et al, 2009; LEXEL,1997). Foi proposto que
alteracdes morfofuncionais em regibes centrais no processamento de informacdes importantes no
controle da postura e equilibrio estariam associadas a menor capacidade de resposta do idoso
frente a perturbacfes posturais, e isso contribuiria para a queda do individuo (KLEINER et al,
2011; JAHN et al, 2010; CARTER; RAY, 2008; BERNHARDI, 2005; RUWER et al, 2005;
GAZZOLA et al, 2005). Por questdes de interesse nesse trabalho, a seguir sdo apresentados
dados referentes a alteracdes morfofuncionais no sistema vestibular. Esse sistema é o responsavel
por fornecer ao encéfalo uma estimativa rapida dos movimentos da cabeca, informacdo com
papel importante no controle da postura e equilibrio (ALLEN, 2016; VIGNAUX et al., 2015;
CULLEN, 2012; KLEINER et al., 2011; CARTER; RAY, 2008; RUWER et al., 2005).



1.3 O Sistema vestibular e o Envelhecimento

O sistema vestibular esta constituido pelo aparelho vestibular, nicleos vestibulares centrais e
suas areas de projeces (BROSEL; STUPP, 2019; BROSEL et al., 2016; TASCIOGLU, 2005). O
aparelho vestibular, localizado dentro da orelha interna, € um detector dos movimentos e da
posicdo da cabeca, e sua informacéo, transmitida para os nucleos vestibulares centrais por meio
da porgéo vestibular do oitavo nervo craniano, desempenha papel importante no controle reflexo
da postura e equilibrio. Existem dois conjuntos distintos que formam o aparelho vestibular: os
trés canais semicirculares, cujas informac6es se destinam principalmente aos nlcleos vestibulares
superiores e mediais, e estdo relacionadas principalmente com a resposta reflexa que controla o
olhar; e os oOrgdos otoliticos (utriculo e saculo), cujos axdnios aferentes se destinam
principalmente ao ndcleo vestibular descendente, o qual esta envolvido na integracdo da
sinalizacdo vestibular com a informacdo motora central. Algumas fibras aferentes dos orgaos
otoliticos também se destinam ao ndcleo vestibular lateral, relacionado com reflexos posturais, e
nucleo vestibular medial (BROSEL et al.,, 2016; CULLEN, 2012). Projecdes dos nucleos
vestibulares se destinam a varios alvos centrais, como nucleos oculomotores, centros reticulares e
espinais relacionados com o movimento de musculos esqueléticos, cerebelo e nicleos talamicos,
esses ultimos projetam para areas corticais (HITIER et al., 2014; BARMACK, 2003). Devido as
suas conexdes centrais, as informacdes vestibulares participam nos mecanismos que rapidamente
promovem alinhamento da massa corporal necessario para o controle postural adequado frente a
qualquer perturbacdo. Assim, um bom funcionamento no sistema vestibular € fundamental para o
controle postural do individuo jovem e adulto (ESQUENAZI et al. 2014; RUWER et al., 2005).

Segundo JI & ZHAI (2019), as mudancas no sistema vestibular decorrentes do
envelhecimento poderiam desempenhar papel importante nos problemas posturais de individuos
velhos e idosos. De fato, os estudos mostraram que o avanco da idade provocou mudangas
significativas no sistema vestibular, muitas das quais sdo listadas a seguir: reducdo no nimero de
neurdnios em diversos nacleos que compdem esse sistema (ANSON; JEKA, 2016; ALLEN et al.,
2016; TANG et al.,2002; LOPEZ,1997; SLONE et al.,1989; BEGSTRON,1973); diminui¢do no
namero de células receptoras sensoriais vestibulares na orelha interna (HIM et al., 2010;
FERNANDEZ et al, 2007; RAUCH et al, 2001; NADOL; SCHUKNECHT, 1990;
ANNIKO,1983; BABIN; HARKER,1982); reducdo no numero de neurbénios no ganglio de



Scarpa ou vestibular (EISIN, 2007; RAUCH et al., 2001); perda da densidade de mielina em
fibras aferentes que levam a informacdo do aparelho vestibular ao SNC (BERGSTON,1973);
reducdo na velocidade de conducdo do estimulo elétrico na porcdo vestibular do oitavo nervo
craniano (FERNANDEZ et al., 2007; RAUCH et al., 2001; ALVAREZ et al., 2000; ROSEHAL,
1973); e variacbes em neuroquimicos com diferentes fungdes nos nucleos vestibulares (para
revisdo, ver SMITH, 2016). Ademais, as alteragdes na fungéo vestibular parecem contribuir para
a perda éssea induzida pelo envelhecimento (VIGNAUX et al., 2015).

1.4 Os beneficios do Exercicio Fisico durante o Envelhecimento

A atividade fisica é definida como qualquer movimento corporal produzido em
consequéncia de contragdo muscular, o qual leva a gasto calérico. E um termo geral que se usa
para referir as atividades que podem ser de natureza aerobica ou anaerobica, que inclui andar de
bicicleta, caminhar, jardinagem, danca e natacdo (ERICKON et al., 2014). Segundo esses autores,
0 exercicio fisico € uma atividade estruturada que melhora a aptidao fisica, e intervencdes com
exercicios geralmente avaliam a aptiddo cardiorespiratoria (VO, maximo) para testar a eficacia
da intervencédo para melhorar a capacidade aerdbica. O exercicio pode ser aerébico ou anaerobico
(ARAKELIAN et al.,2019; CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; CRUZAT et al, 2007). Por questdes
de interesse, nesse trabalho sera abordado o exercicio aerdbico.

No exercicio aerobico ha participacdo do oxigénio na quebra de substratos que produzem
energia, a qual é fornecida ao masculo em atividade. A propor¢do da utilizacdo dos substratos
energéticos é dependente da intensidade do exercicio fisico (RADAK et al., 2019; VANZELLA
et al., 2017; SASAKI, 2006; MATSUDO, 2001; CASPERSEN et al., 1985).

O exercicio aerobico é um exercicio de longa duracdo. Como exemplos desse tipo de
atividade pode-se citar corrida, pedalada, entre outros (SILVA et al., 2014; KRAMER et al, 2006;
SINGH, 2002). Em humanos idosos, a realizacdo de exercicios fisicos proporcionou resultados
positivos ja em curto prazo, o que contribuiu de forma positiva em diversas condicGes
patoldgicas, como doencas cronico-degenerativas, hipercolesterolemia, doencas cardiacas
(POLLOCK et al.,, 2000), hipertensdo arterial (SINGH, 2004; 2002), e diabetes melitus

(FLUCKEY et al.,1994). O exercicio também provocou redugdo no acimulo de tecido adiposo
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(KOHRR, 1992); aumentou a concentracdo plasmatica de fibrinogénio (RIBEIRO; OLIVEIRA,
2005); promoveu reducdo na ansiedade e depressdo (HAYES et al., 2008; BLUMENTHAL,
1999; FOLKINS, 1981); e diminuiu o risco de ocorréncia de quedas e fraturas em idosos
humanos (LAURITZEN, 1993), contribuindo, assim, para a independéncia do idoso (CIVINSKI
et al., 2011; CHODZKO-ZAJKO, 2009; ANTUNES, 2006; RUWER, 2005; SINGH, 2002;
CARRO et al., 2001; EVANS, 1992).

A realizagdo de exercicio fisico também determinou, em humanos e ratos, uma melhora
no consumo maximo de oxigénio em idosos (CHODZKO-ZAJKO, 2009; HUANG, 2005;
RIMMER, 2005); proporcionou acréscimo na formacdo de novos neurénios (CARRO et al.,
2001; KRONENBERG et al., 2006; CARRO et al., 2001); induziu melhora na atividade de
neurdnios no hipocampo, uma regido encefalica com papel importante na formacdo de memorias
(LOVATEL et al., 2014; ELSNER et al., 2013; SIM et al., 2005; van PRAAG et al.,2005; KIM et
al., 2004); acelerou a remocéo de debris celulares e modulou sinapses no tecido nervoso (LEE et
al., 2012; MORA et al., 2007; CARDOSO, 2007; KRAMER et al., 2006; KRAMER et a.l., 2005;
KLEIN, 2003; COTMAN, 2002; CARRO et a.l, 2001; MATTSON, 2000; KRAMER et al., 1999;
KHALSA, 1998). O exercicio fisico regular ainda promoveu aumento na producdo de fatores
neurotroficos (VANZELLA et al., 2017; HIM, 2010; SCHARFMAN et al., 2005; MATTSON,
2002; CARRO et al., 2001; COTMAN, 2002) e menor perda de tecido nos cortices frontal,
parietal e temporal induzida pelo avanco da idade (COLCOMBE et al., 2006; COLCOMBE,
2003; CHURCHILL et al., 2002). Em humanos, foi sugerido que a realizacdo de exercicio
promove a socializacdo de idosos, evento importante na neurogénese (DING et al., 2002).

O exercicio fisico também aparece como uma estratégia benéfica aos efeitos deletérios do
aumento de ROS no encéfalo, uma vez que ele proporcionou melhora em funcdes cerebrais por
aumentar a disponibilidade de oxigénio e glicose ao tecido, acelerar a remoc¢do de necrosados e
promover alteracGes em neurotransmissores (REAL et al., 2015; KRAMER et al., 2006;
COLCOMBE et al., 2004; DING et al., 2002). Ademais, animais treinados aerobiamente
apresentaram aumento na densidade de capilares em cerebelo, estriado e em cortices frontal,
parietal e temporal (REAL et al., 2015; COLCOMBE et al., 2006; 2004). Animais submetidos a
protocolos de treinos também apresentaram maior nimero de sinapses em cerebelo e exibiram
proliferagdo celular, aumento na sobrevivéncia celular e neurogénese em hipocampo (BITTNER
et al., 2019; ZOPPI et al., 2003; GRILL et al., 2002;). Ainda, 0s programas de exercicio também
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foram capazes de ativar mecanismos para remoc¢do de ROS no encéfalo de ratos velhos (de
SOUZA et al., 2018; MELO et al., 2018; HARMAN, 2003).

O exercicio fisico também foi capaz de prevenir a sarcopenia em idosos. As fibras
musculares esqueléticas podem ser dos tipos I, Ila e Ilb. As do tipo | sdo oxidativas com
velocidade de contracdo lenta, enquanto as do tipo Ila sdo glicoliticas e as Ilb sdo glicoliticas
oxidativas, ambas com velocidade de contracdo rapida (KRAMER & COLCOMB, 2005). Os
estudos mostraram que o envelhecimento provocou atrofia principalmente em fibras do tipo Ilb
(KRAMER & COLCOMB, 2005; NAVARRO et al, 2001). Porém, em idosos, o treinamento
fisico foi capaz de atenuar e/ou reverter a perda de massa muscular e a funcionalidade das fibras
musculares devido ao seu efeito modulador em parametros oxidativos e inflamatorios (VILELA
et al., 2018).

Todavia, o efeito do exercicio fisico parece depender de intensidade e/ou frequéncia de
realizacdo (PATERSON; JONES; RICE, 2007). Os estudos mostraram que o exercicio fisico
regular aumentou antioxidantes enddgenos e reduziu danos oxidativos em encéfalo, enquanto o
exercicio extenuante induziu acréscimo em ROS e queda em sistemas antioxidantes nesse tecido
(de SOUZA et al., 2018; SCOPEL et al., 2006; JI, 2002). Uma meta-analise recente relatou que a
frequéncia de realizacdo do exercicio fisico também influenciou o equilibrio entre pro-oxidantes
e antioxidantes no encéfalo, embora ainda haja muita especulacao sobre a quantidade terapéutica
da atividade fisica durante o envelhecimento (de SOUZA et al., 2018).

Uma intensidade de exercicio que tem se mostrado benéfica em humanos e ratos é o de
baixa intensidade. A realizacdo desse tipo de exercicio por 9 semanas foi capaz de atenuar o
estresse oxidativo em miocardio, a congestdo pulmonar, a dilatacdo do atrio direito e a disfuncao
em miocardio em ratos diabéticos (GIMENES et al., 2015). O exercicio de baixa intensidade
também promoveu aumento na irrigacdo sanguinea em musculo em contracao, expansdo do leito
capilar que irriga 0 muasculo para garantir maior liberacdo e difusdo do oxigénio sem qualquer
alteracdo na capacidade oxidativa muscular (BOUSHEL et al., 2014). Recentemente se mostrou
que a realizacdo desse tipo de exercicio fisico melhorou a funcdo motora de pacientes com
doenca de Parkinson em estégio inicial (CHANG et al., 2018). A realizagdo de exercicio de baixa
intensidade também foi capaz de induzir menor formacdo de ROS e de nitrogénio em sangue de
homens saudaveis (ROH et al., 2017). Em camundongos, o exercicio de baixa intensidade em

esteira protegeu a retina da degeneracdo induzida pela luz, o que n&o foi observado nos animais
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submetidos a exercicio de alta intensidade (MEES et al., 2019). Segundo esses autores, 0
exercicio de baixa intensidade ndo provocou aumento na concentracdo sanguinea de
corticosterona, o0 que indicou que o exercicio ndo induziu estresse aos animais. Em ratos
selecionados a partir de progenitores com pouca ou nenhuma resposta ao treinamento, a
realizacdo de exercicio de baixa intensidade em fase tardia da vida preveniu o declinio associado
a idade na capacidade funcional ao exercicio (BROWN et al., 2019).

Apesar de o exercicio de baixa intensidade ndo parecer suficiente para prevenir de forma
significativa as alteragdes no metabolismo e fatores de risco cardiovasculares aumentados pela
idade (NELSON et al., 2007; MEYER et al., 2007), a realizacdo desse tipo de exercicio levou a
variacdes metabdlicas e cardiovasculares que foram na direcdo de um efeito benéfico devido ao
equilibrio estavel entre pro-oxidantes e antioxidantes, o qual tinha sido desestabilizado pelo
avanco da idade ( REAL et al, 2015; MAZZEO; TANAKA, 2001; NOHL, 1993). Ademais, foi
sugerido que humanos idosos sdo particularmente motivados a fazerem exercicio de baixa
intensidade devido ao declinio funcional e estrutural nas fungdes corporais e a facilidade na
execucdo dos protocolos de exercicio (MAZZEO; TANAKA, 2001; MCPHILLIPS et al., 1989).

Apesar de os inimeros beneficios, se desconhece se a realizagdo de exercicio fisico de
baixa intensidade é capaz de melhorar o desempenho de animais de meia idade, velhos e idosos
em testes especificos de avaliacdo do passo e do equilibrio. Esses dados, sem duvida, trardo
maior entendimento dos efeitos do exercicio regular de baixa intensidade sobre as alteracGes
induzidas pelo envelhecimento em funcdo motora e equilibrio, biomarcadores de estresse

oxidativo no SNC, e perdas de massa muscular esquelética e 6ssea.
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2. HIPOTESE

O avanco da idade provocara: 1) alteracGes no equilibrio e no passo, 2) mudangas em
biomarcadores de estresse oxidativo no SNC, e 3) perdas na massa muscular esquelética e na
massa 0ssea do fémur em ratos Wistar.

O exercicio fisico de baixa intensidade em esteira, realizado 3 vezes/semana, durante 12
semanas, tragara beneficios a postura e ao equilibrio no animal velho, e provocara alteragcdes nos
biomarcadores no tecido nervoso que serdo na diregdo contréria aquela induzida pelo
envelhecimento. Ainda, esse tipo de exercicio sera capaz de prevenir a perda na massa muscular
esquelética, e induzir mudancas no aspecto radiografico do osso fémur indicadoras de prevencéo
de perda 6ssea.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho pretendeu avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico
regular de baixa intensidade em esteira sobre: 1) parametros da marcha e equilibrio, e 2)
biomarcadores oxidativos em medula espinhal, tronco encefalico, cerebelo e cortex cerebral em

ratos Wistar machos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar o efeito do envelhecimento e do exercicio regular de baixa intensidade
em esteira, realizado 3 vezes/semana, por 30 minutos, durante 12 semanas, sobre 0s seguintes
aspectos:

3.2.1.1 Parametros da marcha e equilibrio, mediante avaliacao de:

a) Desempenho de ratos Wistar machos com idades de 3, 6, 18, 24 e 30 meses,
sedentérios, e 6, 18 e 24 meses, treinados, nos testes de marcacdo das patas e da barra estreita, 0s

quais permitem avaliar coordenacdo motora e equilibrio, respectivamente.

3.2.1.2 Parametros de estresse oxidativo, mediante analise de:

a) Capacidade antioxidante total (TAC), contetdo de tidis totais, atividade da enzima
SOD, geracdo de O,* (SAG, do inglés superoxide anion generation), valores de H,O, e de
hidroperdxidos lipidicos no segmento lombossacral da medula espinal de ratos sedentérios e
treinados;

b) TAC, conteudo de tiodis totais, atividade da enzima SOD, e valores de hidroperdxidos
lipidicos nas regides encefalicas que seguem: tronco encefalico, cerebelo e cdrtex cerebral de

ratos sedentérios e treinados.

3.2.1.3 Valores de peso corporal, obtidos ao longo do envelhecimento.
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3.2.1.4 Valores da concentracdo plasmatica de glicose, triglicerideos, colesterol total e
HDL colesterol em ratos Wistar sedentérios e treinados.

3.2.1.5 Valores da relagdo entre peso do musculo s6leo e peso corporal total obtido no dia
da morte dos ratos sedentarios e treinados, como indicador de perda de massa muscular
esquelética.

3.2.1.6 Medidas radiogréaficas em fémur, para determinacdo do comprimento e largura
desse 0sso; espessura da sua cortical em suas regides medial e lateral, e total (medial+lateral);
largura da cavidade medular; radioluscéncia; radiopacidade; rasamento no colo do fémur;
ocorréncia de esclerose em cortical e/ou medular; fratura; e presenca de osteo6fito, em ratos,
sedentarios e treinados.

3.2.1.7 Caélculo de correlagdo entre indicador de perda de massa muscular esquelética e

peso corporal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS: PROCEDENCIA E MANUTENCAO

Apos a aprovacdo pela Comissdo de Etica no uso de Animais da UFRGS (#29386,
Anexo 1), foram solicitados ao Centro de Reproducdo e experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) 89 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso de 250-300 g e 90 dias de
vida. Os ratos foram acomodados em caixas criadouros de dimensdo 40x30x16 cm, forradas com
maravalha, em nimero de trés (03) animais por caixa, e as caixas permaneceram no ratario do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude. Seis ratos permaneceram nesse local por uma semana e,
ao final, foram mortos por decapitacdo. Esses ratos constituiram o grupo de idade 3 meses,
sedentérios. Os outros ratos foram mantidos nas mesmas condi¢des até as idades de 6 (n= 26), 18
(n= 26), 24 (n= 26) e 30 (n=5) meses, quando foram mortos por decapitacdo ou submetidos a
uma perfuséo cardiaca. Como durante o envelhecimento esses ratos cresceram e aumentaram seu
peso corporal, fez-se a substituicdo das grades de suas caixas criadouros por outras mais altas. A
substituicdo ocorreu sempre que 0s ratos atingiram valor de peso corporal igual a 500 g (Altun et
al., 2007). A substituicdo da grade permitiu aos ratos maiores se erguerem voluntariamente no
interior de suas caixas criadouros.

Os ratos tiveram livre acesso a agua e alimentacdo, e permaneceram sob ciclo
claro/escuro de 12 horas (das 07h as 19h) e temperatura ambiente de 22+2 °C. A limpeza das
caixas criadouros foi realizada, no maximo, a cada dois dias. O pesquisador e a equipe de
pesquisa se organizaram de tal forma que os ratos foram visitados todos os dias ao longo do
envelhecimento, a fim de observar qualquer irregularidade no comportamento animal.

Para proporcionar bem estar aos ratos durante o envelhecimento, semanalmente se
colocou no interior de cada caixa criadouro tubos de papeldo atéxico e esterilizado (Relax®, Sdo
Paulo, Brasil), os quais permitiram a livre entrada e saida dos ratos de seu interior (Figura 1).
Todos os ratos foram monitorados frequentemente, incluindo finais de semana, para avaliacdo de
seu aspecto fisico e comportamento cotidiano. Os ratos foram pesados regularmente. Quando
alguma alteracdo foi detectada no comportamento ou aspecto fisico do animal, fez-se

rapidamente contato com o veterinario responsavel para providéncias de tratamento do(s)
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sintoma(s). Quando o tratamento ndo foi possivel ou ndo ocasionou melhora ao animal, se
procedeu a eutanasia do mesmo o mais rapido possivel, a fim de evitar sofrimento ao animal. A
eutanasia seguiu rigorosamente as recomendacdes estabelecidas pela DIRETRIZ DA PRATICA
DE EUTANASIA DO CONCEA (RESOLU(}AO NORMATIVA CONCEA n° 37/2018 -
DIRETRIZ DA PRATICA DE EUTANASIA DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTACAO ANIMAL). Para a eutanasia, sempre foi usado o anestésico
pentobarbital, administrado intraperitonealmente, na dose de 40 mg/kg de peso corporal
(GORSKA, 2000).

Devido a perda de ratos por causas naturais (lesdes cutaneas, tumores, verrugas, etc.), o
namero final de animais em cada grupo experimental foi o que segue: 26, para ratos com idade de
6 meses; 23; para ratos com idade de 18 meses; 19, para ratos com idade de 24 meses; e 3 para
ratos com idade de 30 meses. Desses nimeros, alguns ratos foram mortos por decapitacdo e
outros submetidos a perfusdo intracardiaca. O nimero de ratos mortos por decapitacdo foi o que
segue: 12, para ratos com idade de 6 meses; 10, para ratos com idades de 18 e 24 meses; e 3 para
ratos com idade de 30 meses. O nimero de ratos mortos por perfusdo foi 14, para ratos com idade
de 6 meses; 13, para ratos com idades de 18; e 9 para ratos com idades de 24 meses.

Em nosso estudo, os ratos receberam as classificagcdes que segue: jovem, rato de 3 meses
de idade; adulto, rato de 6 meses de idade; meia idade, rato de 18 meses de idade; velho, rato de
24 meses de idade; e idoso, rato de 30 meses de idade (ANDREOLLO et al. , 2012; SIM et al.,
2005). A escolha das idades 6, 18, 24 e 30 meses se deu por estas corresponderem as idades 18,
45, 60 e 75 anos de humanos, respectivamente (ANDREOLLO et al., 2012).

Figura 1. Fotografia de rato Wistar com suas
patas dianteiras sobre o tubo de papeldo
atéxico (Relax®). Note uma das aberturas do
tubo, a qual permite visualizar o interior oco
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Cabe destacar que o transporte dos ratos para o Laboratério de Neurobiologia
Comparada (Sala 370, prédio do ICBS, UFRGS) ocorreu nos dias de seus testes
comportamentais, pesagem e morte. A realizacdo do exercicio fisico se deu na sala de treino (sala
130, prédio do ICBS, UFRGS) situada no Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, e o transporte

dos ratos para esse local sempre foi feito nas segundas, quartas e sextas-feiras, turno da manha.

4.2 PROGRAMA DE EXERCICIO FISICO

Para caracterizar o efeito do exercicio regular de baixa intensidade sobre os marcadores
oxidativos e os indicadores de perda de massa muscular esquelética e dssea, ratos que deveriam
chegar as idades de 6, 18 e 24 meses foram selecionados aleatoriamente para execucdo do
programa de exercicio. A selecdo se deu quando os ratos estavam nas idades de 3 meses, para
ratos que chegariam a 6 meses de idade; 15 meses, para ratos que chegariam a 18 meses de idade;
e 21 meses para ratos que chegariam a 24 meses de idade. Como ratos que chegariam a 30 meses
de idade estavam em numero de 3 (trés) aos 27 meses, esse numero pequeno limitou a selecéo
desses ratos para o programa de exercicio. Os ratos que ndo realizaram o programa de exercicio
foram considerados ratos sedentarios.

Antes de iniciar o programa de exercicio, os ratos foram colocados na esteira a ser usada
no programa, para habituacdo. Esse procedimento foi realizado 3 vezes/semana, por 30 minutos,
durante uma semana, sempre no horario da manha, periodo a ser usado no programa de exercicio.
Ao final do periodo de adaptacdo, os ratos realizaram o protocolo de exercicio. Como todos 0s
animais realizaram satisfatoriamente o programa na primeira tentativa, todos foram selecionados
para iniciar o programa de exercicio.

O protocolo de exercicio consistiu em caminhada em esteira desenhada para uso humano
(Runner, Brasil), mas adaptada para ratos (Figura 2). O exercicio foi realizado 3 vezes/semana,
durante 30 minutos, por 12 (doze) semanas, conforme SIM et al. (2005), com modificacGes
(PIETELLI et al., 2012). Cada sessdo de exercicio consistia em agquecimento por 5 minutos a
velocidade de 2 m/min, e exercicio por 5 minutos a velocidade de 5 m/min e 20 minutos a

velocidade de 8 m/min. A inclinacdo da esteira sempre foi mantida em 0% e o exercicio realizado
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no periodo da manhd (das 7h as 11h), tendo os animais sido acompanhados pelo mesmo
pesquisador durante as 12 semanas.

O exercicio foi realizado 3 vezes/semana para evitar estresse cronico, inflamacdo ou
dano muscular, e permitir ao figado e masculo a recuperacao do glicogénio; nenhum rato recebeu
estimulacdo (aversiva ou apetitiva) para motivagdo da caminhada (PIETRELLI et al., 2012). A
duracdo de 12 semanas foi escolhida por ter o exercicio de longa duracdo em esteira efeito
benéfico sobre a neurodegeneracdo induzida por estresse oxidativo em medula espinal de ratos
velhos da linhagem Lewis (MELO et al., 2019). A esteira sempre foi higienizada entre as sessdes

de exercicio.

Figura 2: Fotografia da esteira ergométrica
adaptada para uso em ratos. Note a presenca
de ratos Wistar adultos nos compartimentos
individuais da esteira.

4.3 TESTES FUNCIONAIS

Para avaliar déficits sensorio-motores durante o envelhecimento, e o efeito do exercicio
fisico regular de baixa intensidade sobre essas alteragdes, foram usados dois testes
comportamentais: o teste da marcacdo das patas e o teste da barra estreita, 0s quais permitem
avaliar coordenacdo motora e equilibrio, respectivamente. O teste de marcacdo das patas foi
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usado para determinar os comprimentos da passada e do passo e a largura do passo, e o indice
funcional do nervo isquidtico (IFI). O teste da barra estreita permitiu avaliar a capacidade do rato
manter seu equilibrio durante a travessia da barra estreita para alcancar uma plataforma segura.
Os ratos de todas as idades, sedentéarios e treinados, foram submetidos aos testes
comportamentais no dia prévio ao inicio do protocolo de exercicio e na décima segunda semana
apos o inicio do exercicio, previamente a morte dos ratos (Figura 3). Os testes comportamentais
foram feitos sempre no mesmo horario (7h) e pelos mesmos pesquisadores. A sequéncia de
realizacdo dos testes foi barra estreita seguido da marcacéo das patas. Dois pesquisadores sempre
permaneceram na sala durante a realizacdo dos testes, e 0s protocolos foram rigidamente

seguidos ao longo dos experimentos.

Exercicio de baixa intensidade em esteira, 3 vezes/semana, por30 minutos

24 hs 24 hs

12 semana
Teste dabarra estreita
Teste de marcagdo das patas

Inicio do protocolo
de exercicio fisico

Morte
Coletadostecidos

Pré-exercicio
Teste da barra estreita
Teste de marcagio das patas

Figura 3: Esquema temporal mostrando os dias dos testes comportamentais (teste da barra estreita e teste de
marcacdo das patas); realizacdo do protocolo de exercicio fisico de baixa intensidade em esteira, com inicio 24 h
apos os testes comportamentais; e morte dos animais para coleta de tecidos 24 h apds o término do periodo de
exercicio.

4.3.1 TESTE DE MARCACAO DAS PATAS

A determinacdo dos comprimentos da passada e do passo, e da largura do passo, se fez
conforme descrito por BLOOM et al. (2002). O IFI foi determinado conforme descrito por de
MEDINACELI et al. (1982).

Para o teste, os ratos foram habituados ao aparato um dia antes do inicio dos testes
experimentais, para adaptacdo e exploracdo do local. O aparato usado no teste da marcacao das

patas consistia em um campo aberto iluminado por uma luz (60 W). Esse campo era uma pista de
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caminhada (8,5 cm de largura, 100 cm de comprimento, e bordas com altura de 18,5 cm) que
finalizava na entrada de uma caixa escura de madeira (18x16x18 cm). O assoalho do corredor foi
forrado com uma tira de papel branco da mesma medida da pista (Figura 4). No teste, o rato tinha
a superficie plantar de suas patas dianteiras coloridas em vermelho devido ao pressionamento das
patas em uma almofada de carimbo com tinta vermelha. Esse mesmo rato tinha a superficie
plantar das patas traseiras coloridas em preto, também por pressionar as patas em uma almofada
de carimbo com tinta preta. O rato com a superficie plantar das patas pintadas foi solto na pista de
caminhada e, uma vez, livre, se deslocava para a caixa escura localizada na outra extremidade.
Durante seu trajeto, as impressoes das pegadas ficavam registradas no papel branco que cobria o
assoalho da pista de caminhada. Ao chegar a caixa escura, o rato foi retirado do aparato, a tira de
papel branco com as pegadas impressas retirada, e 0 aparato higienizado e preparado para uso

com o préximo rato.

Figura 4: Fotografia do aparato usado no teste
de marcagdo das patas. Note o rato no campo
iluminado, cujo assoalho se encontra coberto
por tira de papel branco com as mesmas
dimensdes da pista de caminhada. No final da
pista se observa a entrada para a caixa escura.

Em cada teste, o rato deixava impressas varias pegadas. Porém, foram selecionadas para
analise as pegadas com qualidade e clareza de impresséo, sendo aferidas as medidas das patas
direita e esquerda.

O comprimento da passada (do inglés stride lenght) foi calculado como a distancia entre o

final do centro da pata traseira e o centro do calcaneo da préxima marcacdo da mesma pata na
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pista. O comprimento do passo (do inglés step lenght) foi calculado como a distancia entre um
apoio de pata traseira e 0 da pata traseira oposta. Nenhuma distingdo foi feita entre as medidas
esquerda e direita para comprimento do passo e da passada. Para célculo da largura do passo (do
inglés stride width) considerou-se a distancia do centro de apoio da pata traseira esquerda ao

centro da pata traseira direita (Figura 5). Todos os valores foram expressos em cm.

Pata Esquerda

Lalt Paw)

ur
T LTS

Il'l\

\’. S .“"
\J

[

Comprimento da Passada
(Stride Lenght)

RIT Figura 5: Esquemas de pegadas de ratos obtidas no

' Mars | teste de marcacdo das patas. Os esquemas na cor

° " ‘ vermelha representam patas dianteiras, enquanto
‘ ‘ e aqueles na cor preta sdo patas traseiras. As retas
\ . indicam as medidas que foram obtidas para

\ o determinacdo do comprimento do passo (do inglés

144

step lenght), do comprimento da passada (do inglés
stride lenght) e da largura do passo (do inglés stride
width). Note as medidas que foram obtidas para
calculo do indice funcional do nervo isquidtico: IT,
distancia do 2° ao 4° dedo; TS, distancia do 1° ao 5°
dedo; PL, distancia da extremidade do 3° dedo até o
La(lsgt:’adoh;” calcaneo. L, pata (do inglés paw) esquerda (do inglés
ride Width) .. A .
left); R, pata direita (do inglés right).

As impressdes das pegadas dos ratos foram usadas também para determinar o IFI. Foram

realizadas as seguintes medidas: da extenséo da pegada (PL: distancia da extremidade do 3° dedo
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até o calcaneo), da largura da pegada (TS: distancia do 1° ao 5° dedo), e da distancia entre os
dedos intermediarios (IT: do 2° ao 4° dedo) das patas traseiras. Os valores obtidos foram usados
para determinar o IFI, conforme férmula a seguir, onde sdo consideradas as medidas realizadas
nas patas direita e esquerda no célculo:

IFI= —38.3(LPL-RPL)/RPL+109.5(LTS-RTS)/RTS+13.3(LITS-RITS)/RITS-8.8, onde L se
refere as medidas na pata esquerda e R as medidas feitas na pata direita do animal.

Os valores obtidos por esta férmula foram considerados como um indice da condicdo
funcional do nervo isquiatico, expresso em déficit funcional. Variacdes de 0 a +11 estdo nos
desvios de normalidade da pegada. O zero representou fungdo normal e o —100 a perda total da
funcédo. Os valores intermediarios corresponderam a déficits parciais de funcao.

Na anélise da pegada foi calculado o valor médio de cada variavel para cada rato
individualmente e, entdo, o valor encontrado foi usado para calcular a média do grupo. Todas as
medidas funcionais foram realizadas manualmente por dois pesquisadores, um dos quais era cego

aos grupos experimentais.

4.3.2 TESTE DA BARRA ESTREITA (do inglés Narrow Beam Test)

O teste da barra estreita foi usado como descrito por PRASAD; MURALIDHARA
(2014), com algumas modificacbes (TUNG et al., 2014). Assim como no teste da marcacéo das
patas, os ratos foram habituados ao aparato um dia antes do inicio dos testes experimentais. Para
o0 teste foi usada uma viga estreita (3 cm) de 150 cm de comprimento, a qual estava situada
horizontalmente a 60 cm do chdo. Em uma das extremidades da viga se encontrava uma caixa
escura de madeira (23x23x20 cm). A outra extremidade possuia uma plataforma rigida (Figura
6a). Proximo a essa plataforma se encontravam duas cameras (Figura 6b) voltadas para o aparato
da barra estreita, para filmagem do rato durante o teste. A viga de madeira estava marcada a cada
50 cm, e as camaras posicionadas de modo a visualizar a marcacdo. O teste consistiu em colocar
o0 rato na plataforma rigida e esse se deslocava para a caixa escura. Todo o trajeto foi filmado
para posterior avaliacdo do tempo gasto no percurso (em segundos) e do nimero de deslizes das
patas traseiras para a lateral da barra estreita, conforme escore a seguir: zero: rato que atravessou
a barra sem deslize de pata; 1: rato que deslizou uma pata no terceiro segmento; 2: rato que

deslizou uma pata no segundo segmento; 3: rato que deslizou uma pata no primeiro segmento; 4:
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rato que teve deslizes de pata no primeiro e no segundo segmentos; 5: rato que teve deslizes de
pata no primeiro e terceiro segmentos; 6: rato que teve deslizes de pata no segundo e terceiro
segmentos; 7: rato que teve deslizes de pata no primeiro, segundo e terceiro segmentos; 8: rato
que ndo conseguiu completar sozinho o teste.

Os resultados do teste da barra estreita foram analisados por trés pesquisadores, dois eram
cegos aos grupos experimentais. A média das trés avaliaces foi considerada o valor da variavel

para o rato, e usada para o calculo da média do grupo.

Figura 6: Fotografia mostrando o aparato usado no teste da barra estreita (a) e a posi¢do das duas cameras voltadas
para o aparato (b), de modo a permitir filmagem das vistas esquerda e direita da barra estreita. Note o rato
atravessando a barra estreita a fim de entrar na caixa escura situada na extremidade da barra (a).

4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

Os ratos cujos tecidos seriam usados nas analises biogquimicas foram mortos por
decapitacdo, a qual teve inicio as 8h. Os ratos ndo foram deixados em jejum antes da morte.
Imediatamente apds a decapitacdo foi coletado sangue (2 mL) em tubos eppendorfs individuais
contendo anticoagulante heparina, e retirados os tecidos a seguir: segmento lombossacral da
medula espinal, tronco encefalico, cerebelo, todo o cdrtex cerebral, musculo esquelético séleo e o

o0sso fémur. Todos os tecidos foram imediatamente pesados.
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O sangue foi centrifugado a 1000 g, por 20 min, a 4 °C, em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC5B- Rotor SM 24). Apos esse procedimento, o plasma foi coletado, aliquotado e
armazenado a temperatura de -80 °C.

O segmento lombossacral da medula espinal foi dividido em trés partes. Uma das partes
foi utilizada para a determinacdo da SAG. A segunda parte foi usada para a determinacdo dos
valores de H,0,. Essas duas partes foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
intactas a temperatura de -80 °C. A terceira parte da medula espinal, assim como as regides
encefalicas, foram homogeneizadas e usadas nas analises dos outros parametros oxidativos. A
homogeneizacdo foi realizada em solucdo contendo cloreto de potassio (KCI) 1,15% e fluoreto de
fenil metil sulfonila (PMSF) 100 mM, seguida de centrifugacdo a 1000 g, por 20 minutos, a
temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C.

Cabe destacar que a mesma parte da medula espinal recebeu sempre o mesmo

tratamento. Ainda, sempre foram coletadas amostras das mesmas regiées em todos os tecidos.

4.5 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.5.1 GERACAO DE ANION SUPEROXIDO (SAG)

A SAG foi estimada pela reducdo de azul de nitrotetrazol (NBT), conforme técnica
descrita por WANG et al. (1998). O método constituiu na reacdo de cortes da medula espinhal
com NBT ap6s incubacdo de 90 minutos, para formacdo de formazan, o indicador da formacéo
do O,*. A absorbancia do formazan foi determinada espectrofotometricamente a 540 nm
(Espectrofotobmetro T60, PG Instruments). A quantidade de formazan reduxido pelo O,*foi
calculada com o emprego da férmula a seguir:

Reducéo a formazan=A xV (T X Wt x e x I)

Na formula, o A representa a absorbancia do formazan, V o volume de solucdo, T o
periodo de incubacdo das amostras com NBT, Wt o peso do tecido, € o coeficiente de extingao
molar (0,72 L.mmol1.mm™), e | representa o caminho 6ptico. Os resultados foram expressos em

picomol por minuto por miligrama de peso do tecido.
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4.5.2 PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)

O ensaio para mensurar 0 H,O; se baseou na oxidacdo do vermelho de fenol por
H.O, mediado pela peroxidase de rabanete. O ensaio foi conduzido conforme técnica descrita por
PICK & KEISARI (1980), com pequenas modificacdes (SCHEID et al, 2018). Para tanto, fatias
finas de medula espinal foram incubadas em tampé&o dextrose-fosfato (5 mM-10 mM, pH = 7,0)
por 30 minutos, sob agitacdo. Apos este periodo, o0 meio de incubacéo foi coletado e adicionado a
solucdo contendo vermelho de fenol (0,28 mM) e peroxidase de rabanete (8,5 U/mL). Apo6s 5
minutos de incubacdo, adicionou-se a mistura hidroxido de sddio (1,0 M) e se realizou a leitura
da absorbancia, em comprimento de onda de 610 nm (Espectrofotdmetro T60, PG Instruments).

Os resultados foram expressos em pumol de peroxido por grama de tecido.
4.5.3 HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS

O método xilenol laranja (XO), descrito por JIANG et al. (1991) e adaptado por
SODERGREN et al. (1998), se baseia na oxidacéo do Fe*? a Fe*® na presenca de lipoperéxidos,
em pH &cido, formando complexos de Fe**xilenol laranja. Em solugo é4cida, o corante mostra
pico a 560 nm e a absorbancia cresce linearmente com o aumento da concentracao do corante.

As amostras de tecidos foram diluidas, em proporcao de 1:10, e separadas em 2 grupos:
no primeiro foi acrescentado metanol absoluto (MEOH), e no segundo, trifenilfosfina (TPP) 10
mmol/L. Ambos o0s grupos foram incubados por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apos a
incubacdo, foi pipetado, em microplaca, 10 pul de amostra em quadruplicata (uma duplicata com o
metanol, e outra duplicata com o TPP), adicionando-se em seguida 90 pl do reagente de trabalho
(RT-XO). Este consistiu em uma mistura de 81% de MEOH 90%, XO 2 mmol/L para
concentracdo final de 100 uM, H,SO4 1 mmol/L para concentracdo final de 25 mmol/L, BHT 40
mmol/L para concentracdo final de 4 mmol/L e sulfato ferroso amoniacal 10 mmol/L para
concentracdo final de 250 pmol/L.

A placa foi agitada por 30 minutos, em temperatura ambiente e, em seguida, se realizou
a leitura em leitora de placas a 570 nm (Zenyth 200, BiochromInc, UK). Para os calculos, foram
descontados os valores de absorbancia com TPP dos valores obtidos das duplicatas com MEOH.

O resultado foi expresso em umol por grama de tecido.
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4.5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

O método da capacidade antioxidante total (TAC), adaptado de EREL (2004),
consistiu no branqueamento da cor caracteristica do reagente 2,2'-azinobis(3-etilbenzo-tiazolina-
6-sulfonato) (ABTS™) pelos antioxidantes presentes na amostra. Esta reacdo foi monitorada
espectrofotometricamente a 660 nm e a taxa de branqueamento € inversamente relacionada a
TAC da amostra. A velocidade da reacdo foi calibrada com Trolox, que é largamente utilizado
como um padrdo para os ensaios de medigcdo tradicional de capacidade antioxidante. Os
resultados foram expressos em equivalentes de pmol de Trolox por grama de tecido

(umol-eqtrolox/g tecido). O ensaio tem uma excelente preciséo, superior a 97%.
4.5.5 CONTEUDO DE TIOIS TOTAIS

A medida de tiois totais foi conduzida conforme descrito por AKSENOV &
MARKESBERY (2001). Para tanto, a amostra foi misturada a tamp&o PBS/EDTA (pH=7,5) e a
acido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB, 10 mM). Apos 30 minutos de incubacdo, a
temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a 412 nm (Espectrofotometro T60, PG
Instruments). A medida de TNB formado foi calculada conforme a formula:

TNB = (As12 - As12sem proteina — Aa12sem bTNB)/ Ad127nB, ONDE:

Agorng = 14.150 Mtem?, Az, € a absorbancia da amostra; Asizsem proteina € @
absorbancia do meio reacional sem amostra; Asi2sem pTns € @ absorbancia do meio sem DTNB. Os

resultados foram expressos em mmol/mg tecido.
4.5.6 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da enzima SOD foi determinada conforme ensaio proposto por
FRIDOVICH & MISRA (1972), cujo método consiste em avaliar indiretamente a acdo desta
enzima, que ao neutralizar os radicais superoxido gerados durante a auto-oxidagdo da adrenalina
reduz a formacdo de adrenocromo, um subproduto colorido desta auto-oxidacdo e que pode ser

medido em comprimento de onda de 480 nm.
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Inicialmente realizou-se uma leitura temporal das absorbancias (Espectrofotometro T60,
PG Instruments) da adrenalina (60 mM, pH= 2), em meio contendo tamp&o glicina (pH= 11,3).
Em pH elevado a auto-oxidacdo é favorecida e o equipamento registrou a formagdo de
adrenocromo caracteristica. Em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia das amostras, cada
qual nos volumes de 15 e 30 pL em presenca de 50 pL de adrenalina. Neste caso, em funcéo da
presenca de SOD nas amostras, menos adrenocromo foi formado. O ensaio proporciona uma
medida indireta da atividade enzimatica, e por isso os resultados foram expressos em unidades de
SOD por miligrama de proteina, que representou a quantidade de enzima capaz de inibir em 50%

a velocidade de auto-oxidacdo da adrenalina.

4.6 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método colorimétrico descrito por
LOWRY et al. (1951), em espectrofotdmetro SP-22, BIOSPECTRO, em comprimento de onda
de 625 nm. O conteudo de proteinas da amostra foi calculado com base nas absorbancias desta e

de um fator de calibracdo obtido de uma curva-padréo de albumina.
4.7 ESTIMATIVA DA PERDA DE MASSA MUSCULAR ESQUELETICA
Para se estimar a perda de massa muscular esquelética durante o envelhecimento, se
calculou a razéo entre o peso do musculo soleo e o peso corporal obtido previamente a morte de
cada rato, conforme descrito por ALTUN et al. (2007).
4.8 PARAMETROS PLASMATICOS
O plasma foi utilizado na andalise da concentracdo de glicose, triglicerideos,

colesterol total e HDL colesterol. As determinacdes foram realizadas por meio de kits comerciais

(LABTEST), seguindo as recomendagdes do fabricante.
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4.9 RAIO-X DO FEMUR

Para a andlise radiogréafica do fémur, esse osso foi cuidadosamente liberado dos tecidos
adjacentes imediatamente apds sua retirada do rato. O fémur limpo foi congelado a -80 °C até sua
analise. No dia do raio-X, cada fémur foi posicionado ao longo de seu eixo maior, de modo a
possibilitar imagens dorsoventral e mediolateral do osso (Figura 7). As radiografias foram
realizadas na Clinica Veterinaria AMAVET- Laboratério e Imagem, situado em Porto Alegre/RS,
com o emprego do aparelho de raio-X de 100 mA, 45 kV, 0,01s (IRay Technology, Model Mars
1417.PSl, Shangai, China). A andlise das imagens radiograficas foi feita com o uso do software |-
Ray Vet (I-Ray Technology, Xangai, China). Os seguintes pardmetros foram usados nas
avaliagdes: comprimento e largura do fémur; espessura do 0sso cortical em suas regides medial e
lateral, e espessura total da cortical (lateral+medial); largura da cavidade medular; radiolucéncia;
radiopacidade; remodelamento no colo do fémur; presenca de esclerose no osso cortical e
cavidade medular; fratura; e ocorréncia de ostedfito. As medidas foram tomadas da cabeca
femoral aos condilos femorais e do aspecto medial para o lateral. As medidas da largura da
cortical e dacavidade medular foram tomadas sempre na regido mediana da diéafise.

As radiografias foram avaliadas por um veterinario com formacdo e experiéncia em

radiologia veterinaria. O veterinario era cego aos grupos experimentais.

Figura 7: Radiografias do osso fémur direito de rato Wistar adulto, em vista lateral para medial (a) e
frontal (b), em direcdes dorsoventrais.
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Previamente a realizagdo do estudo se fez o calculo do “n” (nimero minimo de animais)
utilizando o software WIN PEPI, versdo 9.1. Este calculo foi baseado em dados prévios
comportamentais e de morfometria e imunoistoquimica no complexo nuclear vestibular de
encéfalos de ratos e humanos jovens e envelhecidos (ALVAREZ et al., 2000; TANG et al., 2002;
VILLARREAL et al., 2002; ALTUN et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2007; SCHWARZ et al.,
2009). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05, poder estatistico de 95%, assumindo
uma perda de 20% para esse estudo. A analise resultou em nimero amostral de 8 (0ito) ratos por
grupo experimental. Contudo, alguns ratos morreram ao longo do envelhecimento. Assim, o
tamanho amostral final foi 5 ou 6 ratos por grupo experimental, exceto para ratos de 30 meses de
idade, cujo tamanho amostral final foi 3.

Para a analise estatistica, os dados de ratos sedentarios foram comparados entre as
diferentes idades para mostrar o efeito do envelhecimento. Os dados de ratos treinados foram
comparados a ratos sedentarios para mostrar o efeito do exercicio regular de baixa intensidade em
ratos com diferentes idades. Para ambas as comparacfes, os dados foram analisados por dois
pesquisadores independentes, um dos quais era cego aos grupos experimentais. Quando houve
inconsisténcia nos resultados dos dois pesquisadores, um terceiro pesquisador analisou os dados,
e o resultado final foi a média dos resultados obtidos pelos trés pesquisadores.

As analises estatisticas foram realizadas usando SigmaPlot versdo 11.0 (Systat Software
Inc., Chicago, IL) ou Prism 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA) para Windows. A
distribuicdo gaussiana normal dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto o
teste de Levene foi usado para analisar a homogeneidade da variancia. Para analisar o efeito do
envelhecimento, os dados dos parametros metabolicos (glicemia, triglicerideos, colesterol total e
HDL colesterol) e do teste da barra estreita foram analisados mediante emprego do teste de
Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn. Os dados de peso corporal, razdo entre peso do
musculo soleo e peso corporal, teste de marcacdo das patas e os dados dos biomarcadores
oxidativos foram analisados mediante emprego do teste de andlise de variancia (ANOVA) de
uma via seguido do pos-teste de Tukey. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi usado para
analisar a correlagdo entre o peso corporal e a razéo entre peso do séleo e peso corporal. Para

analisar o efeito do treino, os dados (exceto aqueles de peso corporal) foram analisados mediante
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emprego do teste de ANOVA de duas vias (fatores: idade e treino) seguido do pos-teste de
Tukey. Os dados do peso corporal foram analisados usando ANOVA de uma via seguido do pds-
teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando a andlise estatistica

apresentou P<0,05. Os dados foram apresentados como média + erro padréo.

4.14 DISPOSICAO FINAL DOS RESIDUOS DA PESQUISA

4.14.1 RESIDUOS QUIMICOS
Os residuos quimicos foram acondicionados em embalagens adequada,
previamente identificadas e encaminhados ao Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos

Quimicos da UFRGS para procedimento correto de sua eliminacéo.

4.14.2 RESIDUOS BIOLOGICOS
O lixo bioldgico, apds acondicionamento correto e identificacdo, foi encaminhado

ao CREAL do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude para sua devida eliminagéo.
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5. RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1

Este artigo mostra as variacdes relacionadas a idade e os efeitos do exercicio fisico
de baixa intensidade sobre a marcha e o equilibrio em ratos wistar machos. E mostrado ainda o
efeito do envelhecimento e do exercicio fisico regular sobre a atividade de biomarcadores de
estresse oxidativo em medula espinhal. Ainda, o artigo mostra os efeitos do avanco da idade e do
exercicio fisico sobre peso corporal, valores plasmaticos de glicose, triglicerideos, colesterol total
e HDL colesterol, e relacdo entre peso do musculo soleo e peso corporal.
Este artigo foi publicado na Revista Brazilian Journal of Medical and Biological
Research em junho de 2019.

Citacdo do artigo: E.M.S. Silveira, A. Kroth , M.C.Q. Santos, T.C.B. Silva, D. Silveira,
A.P.K. Riffel, T. Scheid, M. Trapp, and W.A. Partata. Age-related changes and effects of regular
low intensity exercise on gait, balance, and oxidative biomarkers in the spinal cord of Wistar rats.
Brazilian Journal of Medical and Biological Research , 2019, 52(00): e8429.
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Abstract

The present study aimed to analyze age-related changes to motor coordination, balance, spinal cord oxidative biomarkers in 3-,
6-, 18-, 24-, and 30-month-old rats. The effects of low-intensity exercise on these parameters were also analyzed in 6-, 18-, and
24-month-old rats. Body weight, blood glucose, total cholesterol, and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol were assessed
for all rats. The soleus muscle weight/body weight ratio was used to estimate skeletal muscle mass loss. Body weight increased
until 24 months; only 30-month-old rats exhibited decreased blood glucose and increased total cholesterol and HDL cholesterol.
The soleus muscle weight/body weight ratio increased until 18 months, followed by a small decrease in old rats. Exercise did not
change any of these parameters. Stride length and step length increased from adult to middle age, but decreased at old age.
Stride width increased while the sciatic functional index decreased in old rats. Performance in the balance beam test declined
with age. While gait did not change, balance improved after exercise. Aging increased superoxide anion generation, hydrogen
peroxide levels, total antioxidant capacity, and superoxide dismutase activity while total thiol decreased and lipid
hydroperoxides did not change. Exercise did not significantly change this scenario. Thus, aging increased oxidative stress in
the spinal cord, which may be associated with age-induced changes in gait and balance. Regular low-intensity exercise is a
good alternative for improving age-induced changes in balance, while beneficial effects on gait and spinal cord oxidative
biomarkers cannot be ruled out because of the small number of rats investigated (n=5 or 6/group).

Key words: Superoxide anion generation; Hydrogen peroxide; Total thiol content; Lipid hydroperoxide levels; Total antioxidant

capacity; Superoxide dismutase
Introduction

Aging is a complex event characterized by a gradual
decline of physiological functions and increased sus-
ceptibility to disease (1). Among the various theories that
attempt to explain the aging process, disruption of the
entire signaling network involving reactive oxygen species
(ROS) has received increasing recognition over the past
two decades (2).

ROS include singlet oxygen, superoxide radicals,
hydroxyl radicals, and hydrogen peroxide (H-05), which
are generated as part of normal cell metabolism and have
both normal physiological and pathophysiological func-
tions (3). Excessive ROS formation can induce oxidative
stress, leading to cell damage. Therefore, cells possess
antioxidant networks that scavenge excessive ROS.
Thiols constitute the majority of total body antioxidants
and play a significant role in defense against ROS. The
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antioxidant defense system also includes specific
enzymes. The enzymes used to detoxify ROS include
superoxide dismutase (SOD), which converts superoxide
radicals into H20; (3).

Aging particularly affects the functioning of the central
nervous system (CNS). During aging, the CNS experi-
ences ultrastructural modifications, biochemical deficits,
inflammatory changes, and impairment of memory, cogni-
tion, and locomotor functions linked to oxidative stress (1).
The CNS consists of the brain and spinal cord, which
compose a single continuous structure. However, mito-
chondria of the spinal cord have different bioenergetics
than those of the brain (4). According to the authors, spinal
cord mitochondria appear to produce more ROS and
cause more oxidative damage than do age-matched brain
mitochondria. Yonutas et al. (4) also observed that ROS
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production appears to increase by 200 to 600% in the
CNS of old Sprague-Dawley rats compared to young rats,
specifically in the cortex and in the cervical, thoracic, and
lumbar regions of the spinal cord. However, ROS pro-
duction in this study was assessed using DCF fluores-
cence. Probes, such as DCF, react strictly by radical
mechanisms, and positive responses indicate that radi-
cals, or metal/peroxide complexes capable of under-
going single electron reactions, are being produced (5).
Therefore, it appears important to determine the specific
changes in ROS with aging. This knowledge will not only
improve the understanding of the effects of aging, but will
also increase the possibilities of identifying specific
mechanisms involved in the aging process.

However, aging also changes the antioxidant system
of the spinal cord. The immunoreactivity of SOD, for example,
was found to increase in the spinal cord of aged dogs (6).
The levels of total thiol, non-protein thiol, and protein thiol
were found significantly decreased in the spinal cord of
24-26-month-old rats relative to 3—4-month-old rats (7).
However, the gradual changes that occur to SOD activity
and total thiol content of the rat spinal cord remain
unknown.

Regular physical activity has beneficial effects on age-
induced oxidative changes. Exercise programs appear to
trigger activation of ROS removal systems in the CNS of
young and old rodents (8,9), with the effects seeming to
depend on the type of exercise (8). Nevertheless, the
effects of regular low-intensity exercise on ROS formation
and antioxidants in the rodent spinal cord remain unknown.
Recent research demonstrated that low-intensity exercise
improved motor function in patients with early-stage
Parkinson’s disease, especially akinesia (10).

In order to gain insight into previously raised questions,
the purpose of this study was to investigate: 1) age-related
changes in motor coordination, balance, and spinal cord
oxidative biomarkers in 3-, 6-, 18-, 24-, and 30-month-old
rats; and 2) the effects of low-intensity exercise on these
parameters in 6-, 18-, and 24-month-old rats.

Material and Methods

Experimental animals

All procedures involving animals were approved by
the Ethics Committee for Animal Experimentation of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-
UFRGS #29386), with efforts made to minimize animal
suffering and reduce the number of animals used. To
characterize the effect of aging and regular low-intensity
exercise on spinal cord biomarkers, 47 intact 3-month-old
male Wistar rats were obtained from a colony maintained
by Universidade Federal do Rio Grande do Sul. In the
laboratory, the rats were housed in groups of three per
conventional cage, maintained at 22 + 2°C, exposed to a
12-h light/12-h dark photoperiod and provided free access
to food and water. Six (n=6) of the rats were acclimated for
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one week and killed by decapitation. The other rat groups
were maintained under laboratory conditions until the
ages of 6 (n=12), 18 (n=12), 24 (n=12), and 30 (n=5)
months. All rats were kept under close observation and
weighed regularly, including prior to sacrifice. Since some
rats died of natural causes, the final number of experi-
mental animals was 12 for 6 months, ten for 18 and 24
months, and three for 30 months.

Exercise protocol

To characterize the effect of regular low-intensity
exercise on gait, balance, and spinal cord oxidative bio-
markers, half of the 6-, 18-, and 24-month-old rats were
randomly selected for an exercise program (exercise rats)
at ages of 3, 15, and 21 months, respectively. Since there
were only three 30-month-old rats at 27 months, use of
these rats in the exercise program was limited. Non-
exercise rats remained sedentary.

Prior to initiating the exercise program, the exercise
groups were familiarized with a treadmill for one week, 3
times/week, 30 min/day. Having successfully performed
the exercise protocol, the rats began the exercise pro-
gram. The exercise protocol consisted of running on a
treadmill designed for human use (Runner, Brazil), but
modified for use by rats, for 30 min/day, 3 times/week, for
12 weeks, as described by Sim et al. (11) with some modi-
fications (12). Each session included a warm-up period of
5 min at 2 m/min, then exercise for 5 min at 5 m/min and
20 min at 8 m/min, while the incline was maintained at 0%.

The 12-week exercise program was executed until
ages of 6, 18, and 24 months for rats that started at 3, 15,
and 21 months, respectively. Exercise was performed only
three times a week to avoid chronic stress, inflammation,
or muscle damage, and to allow the liver and muscle to
recover glycogen; rats received no stimulation (aversive or
appetitive) to motivate them to run (12). The duration of
12 weeks was chosen because long-term treadmill
exercise was previously shown to be beneficial for the
spinal cord (9). The treadmill was thoroughly cleaned
between each session.

All rats were sacrificed at the same time of day
(beginning at 8:00 am), without fasting. The animals were
classified as young adult (3 months), adult (6 months),
middle-aged (18 months), young elderly (24 months), and
old (30 months) (13,14). These ages were chosen because
ages of 6, 18, 24, and 30 months correspond to human
ages of 18, 45, 60, and 75 years, respectively (15).

Functional assessment

To assess sensorimotor deficits, two standard behav-
ioral tests were employed to evaluate motor coordination
and balance of rats at defined ages throughout their
lifespan: the footprint test and the balance beam test. The
footprint test was used to assess stride and step lengths,
stride width, and the sciatic functional index (SFl). The
balance beam test was used to test the ability to maintain
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balance while traversing a narrow beam to reach a safe
platform.

The footprint test was employed as described by
Bloom et al. (16) (to assess stride, step lengths, and stride
width) and by de Medinaceli et al. (17) (to assess SFI).
Briefly, rats were habituated to the testing apparatus one
day prior to starting experimental tests. The apparatus
was composed of an open field illuminated by a light
(60 W) in which a unway (8.5cm wide, 100cm long, borders
18.5cm high) was arranged leading into a dark wooden
box (18 x 16 x 18 cm). For testing, the fore paws of the rat
being tested were pressed on a red inkpad to dye it, and
the hind paws were dyed black. The rat was then allowed
to walk across a sheet of paper lining through the illumi-
nated open field leading to the dark box, thus leaving their
footprints.

Stride length was defined as the distance between the
center of a hind paw strike and the center of the next
contact of the same paw on the runway. Step length was
defined as the distance between a hind paw strike and the
strike of the opposite hind paw. No distinction was made
between the left and right measurements for stride and
step lengths. Stride width was defined as the distance
from the center of a left hind paw strike and the center of
the right hind paw strike.

Rat footprints were used to determine the following
measurements for the SFI: 1) distance from heel to the
third toe (print length, PL); 2) distance from the first to the
fifth toe (toe spread, TS); and 3) distance from the second
to the fourth toe (intermediate toe spread, ITS). These
three measurements were obtained from the left (L) and
right (R) paws. Several prints of each foot were obtained
on each track, but only three prints of each foot were
used to determine the mean measurement for a side.
The SFI was calculated using these measurements as:
SFI =-38.3 (LPL-RPL)/ RPL + 109.5 (LTS-RTS)/RTS
+13.3 (LITS — RITS) / RITS — 8.8. The result was con-
sidered an index of the functional condition of the sciatic
nerve, with zero ( + 11) representing normal function, and
about 100 representing the loss of function.

For gait analysis, the mean value for each variable
was calculated for each rat, which was then used to calcu-
late a group mean. All functional measurements were
measured manually by two researchers, one of which was
blinded to the experimental groupings.

The balance beam test was used as described by
Prasad and Muralidhara (18) with minor modifications
(19). Briefly, rats were habituated to the testing apparatus
one day prior to starting experimental tests. Animals were
trained to traverse a 150-cm long narrow wooden beam
placed horizontally 60 cm above the floor. The beam
extended from a platform at one end to a wooden box
(23 % 23 % 20 cm) at the other, and was divided into three
50-cm segments (1, 2, and 3). Testing involved recording,
by two cameras placed at the platform end of the beam,
the number of foot slips off the beam as the rat walked
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from the platform to the wooden box. The video recordings
provided left and right views of the rats as they traversed
the beam and provided images for determining the
number of foot slips. Scoring ranged from 0 to 8, with a
score of O for a rat that traversed the beam without foot
slips; a score of 1 for a rat that a foot slipped off in the third
segment; a score of 2 for a rat that a foot slipped off in the
second segment; a score of 3 for a rat that a foot slipped
off in the first segment; a score of 4 for a rat that a foot
slipped off in the first and second segments; a score of
5 for a rat that a foot slipped off in the first and third seg-
ments; a score of 6 for a rat that foot slipped off in the
second and third segments; a score of 7 for a rat that a
foot slipped off in the first, second, and third segments;
and a score of 8 for a rat that did not complete the test.

The balance beam test was also performed to assess
the amount of time taken to traverse the beam (in seconds).
Score and time were determined for each animal by three
researchers, two of which were blinded to the experimental
groupings. The mean of the three readings was taken as
the score for the animal.

All rats were subjected to a full behavioral test battery
prior to sacrifice. The functional tests were conducted at
the same time of day (7:00 am) by the same researcher,
starting with the balance beam test followed by the foot-
print test. Two researchers were always present through-
out each session, and the behavioral test protocols were
highly standardized and maintained over time.

Sample preparation

Rats were sacrificed by decapitation, and blood, soleus
muscle, and the lumbosacral spinal cord were promptly
collected. The blood was centrifuged at 1000 g for 20 min
at 4°C and the plasma used to determine glucose,
triglycerides, total cholesterol, and high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol. Commercially available kits (LABTEST,
Brazil) were used for these assays. Triglycerides were
assessed because their levels are inversely correlated
with executive function in non-demented elderly adults
after controlling for age, vascular risk factors, and fiber
tract integrity (20).

The soleus muscle and spinal cord were immediately
weighed. The ratio of the soleus muscle weight divided by
body weight obtained immediately before death was used
to estimate the loss of skeletal muscle mass with age as
described by Altun et al. (13).

The spinal cord segment was divided transversely
into three parts. The same part of each segment always
received the same preparation. Two parts were cooled in
liquid nitrogen and processed to determine superoxide
anion generation (SAG) and H,0O; levels. A third part was
homogenized in 1.15% KCI diluted 1:5 (w/v) containing
1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, centrifuged at
1000 g for 20 min at 4°C, and the supernatant was used
for assays of total thiols, SOD activity, total antioxidant
capacity (TAC), and lipid hydroperoxides levels.
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Antioxidant parameters

Total thiol content was determined as described by
Aksenov and Markesbery (21). Briefly, 30 uL of a spinal
cord sample was mixed with 1 mL of phosphate/EDTA
buffer, pH 7.5, and 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoic) acid (DTNB,
10 mM). Control samples, which did not include DTNB, were
run simultaneously. The absorbance was read at 412 nm
after 30 min of incubation at room temperature, and the
results are reported as mmol/mg tissue.

Total antioxidant capacity was determined with 2,2-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical
cation, which, in an acid medium, is decolorized by anti-
oxidants, according to their concentration and antioxidant
capacity (22). Results are reported in pmol - egtrolox™
-g tissue™.

SOD activity was measured based on its action to neu-
tralize superoxide radicals to prevent oxidation of adren-
aline to adrenochrome, a colored by-product that can be
measured at 480 nm. The reaction medium contained glicine
buffer (50 mM, pH 11.3) and adrenaline (60 mM, pH 2.0), and
the results are reported as units per miligram of protein (23).

Pro-oxidant parameters

SAG was estimated by using the reduced nitroblue
tetrazolium (NBT) method of Wang et al. (24). Briefly,
sections of fresh tissue from the lumbosacral spinal cord
were mixed with NBT to form formazan as an index of
superoxide anion generation. The absorbance of forma-
zan was determined spectrophotometrically at 540 nm.
The quantity of NBT reduction =A x V /(T x Wt x £ x
1), where A is the absorbance of blue formazan at 540 nm,
V is the volume of the solution, T is the time period (90
min) during which the rings were incubated with NBT, Wt
is the blotted wet weight of the spinal cord portion, Z is the
extinction coefficient of blue formazan (i.e., 0.72 L -mmol™
-mm "), and | is the length of the light path. Results are
reported as reduced NBT pmol - min~" - mg tissue™.

To measure H;O, levels, horseradish peroxidase
(HRPO)-mediated oxidation of phenol red by H-0O, was
used, which leads to the formation of a compound that
absorbs at 610 nm. Sections of fresh tissue from the
lumbosacral spinal cord were incubated for 30 min at 37°C
in 10 mM phosphate buffer (140 mM NaCl and 5 mM
dextrose). The supernatants were transferred to tubes
with 0.28 mM phenol red and 8.5 U/mL HRPO. After 5 min
of incubation, 1 mol/L of NaOH was added and the
solution read at 610 nm. The results are reported as pmol
H,0./g tissue (25).

The lipid hydroperoxides were measured by oxidation of
Fe?" by LOOH in an acid medium containing xylenol orange
dye, which forms a complex with Fe®**, as described by
Jiang et al. (26). Results are reported as pmol/g tissue.

Statistical analysis

The sample size for the present study was based on
previous studies using WinPepi software version 9.1
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(Professor Joe Abramson, author of WinPepi, http://
www_epi-perspectives.com/content/8/1/1), a significance
level of 0.05 and 95% power, which resulted in a sample
size of eight rats per group. However, some rats died
during aging, so the final sample size was 5 or 6 rats per
group, except for 30-month-old rats that had a sample
size of 3 rats. Data from sedentary rats were compared
between different ages to show the effect of aging. Data
from exercise rats were compared to sedentary rats to
show the effect of regular low-intensity exercise in rats
with different ages. For both comparisons, the data were
analyzed by two independent researchers, one of which
was blinded to the experimental groupings. When there
were inconsistencies in the results from the two research-
ers, a third researcher analyzed the data, and the final
result was considered the mean of the results obtained by
three researchers. Statistical analyses were performed
using SigmaPlot version 11.0 (Systat Software Inc., USA)
or Prism 5.03 (GraphPad Software, USA) for Windows.
Normal Gaussian distribution of the data was analyzed
by Shapiro-Wilk test, while Levene’s test was used to
analyze homogeneity of variance. To analyze the effect of
aging, data for metabolic parameters (blood glucose,
triglycerides, total cholesterol, and HDL cholesterol) and
from the balance beam test were analyzed by Kruskal-
Wallis test followed by Dunn’s test. Body weight gain,
soleus muscle weight/body weight ratio, footprint analysis,
and oxidative biomarker data were analyzed using one-
way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. The
Pearson correlation coefficient was used to analyze the
correlation between body weight and soleus weight/body
weight ratio. To analyze the effect of exercise, data
(except for body weight) were analyzed using two-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Data of body
weight were analyzed using one-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test. Tests with P<0.05 were consid-
ered statistically significant

Results

Since the rats were fed ad libitum, they continued to
grow and gain weight throughout a considerable portion of
their life. Weight gain occurred until 24 months for 24- and
30-month-old rats. Thirty-month-old rats experienced a
small decrease (18%) in body weight. These rats also
exhibited small decreases in body weight at 10 and 15
months. However, they did not show any change in their
behavior or signs of alterations in their physiological
functions at these time-points. The exercise program did
not induce significant changes in body weight (Figure 1).

Blood glucose did not exhibit profound differences
among ages, with no significant differences among 3-, 6-,
18-, and 24-month-old rats (Figure 2A). Blood glucose
was slightly lower at 30 months, which was significant
compared to that at 3 months. There was no significant
difference in triglycerides among ages (Figure 2B). Total
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Figure 2. Blood glucose (A), friglycerides (B), total cholesterol (C), and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol (D) of Wistar rats of
different ages. Data are reported as medians and 10-90% interquartile ranges. *P <0.05 compared to all groups (Kruskal-Wallis test

followed by Dunn’s post hoc test).

cholesteral tended to be greater in older rats, but signifi-  glucose, triglycerides, total cholesterol, and HDL choles-

cantly so only at 30 months compared to 3 and 6 months  terol with exercise.
(Figure 2C); a similar result was found for HDL cholesterol The soleus weight (mg)/total body weight (g) ratio
(Figure 2D). There were no significant changes in blood differed among ages. This ratio was significantly greater
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for 6-, 18-, and 24-month-old rats compared to 3-month-
old rats (Figure 3A). However, the ratio did not differ
significantly between 30 months and 3 months. Although
the ratio was approximately 12% lower at 24 months
compared to 18 months, and 15% lower at 30 months than
at 24 months, the differences were not significant. There
was a significant negative correlation between body weight
and soleus muscle weight/body weight ratio (r=—0.732,
P <0.005; Figure 3B). The exercise program did not induce
a significant change in the soleus weight (mg)total body
weight (g) ratio (Figure 3C).

Functional assessment

The assessed gait parameters differed among ages.
Stride length was significantly greater (43%) for 6- and 18-
month-old rats compared to 3-month-old rats (Figure 4A),
but there was no significant difference between the former.
Stride length also did not differ significantly between 3-
month-old rats and 24- and 30-month-old rats. Interest-
ingly, 30-month-old rats had a stride length similar to
that of 3-month-old rats. Stride length was 10% lower at 30
months than at 24 months. Step length was significantly
greater for 6-, 18-, and 24-month-old rats compared to
3-month-old rats (Figure 4B). Interestingly, step length
was similar for 3- and 30-month-old rats. Stride width was
25% greater for 6-, 18-, and 24-month-old rats, and 50%
greater for 30-month-old rats, compared to 3-month-old
rats. Stride width was 20% greater for 30-month-old rats
compared to 6-, 18-, and 24-month-old rats (Figure 4C).
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The SFI differed among ages. Values of SFI did not
differ significantly among 3-, 6-, and 18-month-old rats
(Figure 4D), with the values being near zero, indicating
normal sciatic nerve function. However, while SFl values
were around —6 for 3-month-old rats, the values were
approximately —9.5 for 6- and 18-month-old rats, indicating
a decrease of about 48% for 6- and 18-month-old rats
compared to 3-month-old rats. The SFI was significantly
lower for 24- and 30-month-old rats (150 and 180%,
respectively), compared to 3-month-old rats. The SFI was
also significantly lower for 24- and 30-month-old rats
(68 and 89%, respectively) compared to 6-month-old rats.
None of the gait parameters exhibited significant changes
after low-intensity exercise (Figure 5).

Balance beam test scores differed among ages.
Three-month-old rats had scores ranging between 0 and
2, but with a median of 0, indicating that these rats had few
foot slips from the beam. The scores for 6-month-old rats
ranged between 1 and 2 (Figure 6A), while those for 18-
month-old rats ranged widely, but with the median being
mainly between 1 and 4. The 24- and 30-month-old rats
had obvious problems traversing the beam, with scores for
24-month-old rats ranging between 5 and 8 while 30-
month-old rats had a score of 8.

Time to traverse the beam differed among ages
(Figure 6B). While the average time taken by 3-month-
old rats to traverse the beam ranged between 5 and 7 s, the
time for 6- and 18-month-old rats ranged from 10-20 s and
10-60 s, respectively. The median time for 24-month-old
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Figure 3. A, Ratio of soleus muscle weight (mg) to total body weight (g) of Wistar rats of different ages. B, Correlation between total
body weight and soleus muscle weight/total body weight ratio. C, Effects of 12 weeks of treadmill running on soleus muscle weight (mg)/
total body weight (g) ratio of aged rats. Data are reported as means = SE. "P < 0.05 compared to 3-month-old rats (repeated-measures
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Figure 4. Assessment of stride length (A), step length (B), stride width (C), and sciatic functional index (D) of Wistar rats of different
ages. Data are reported as means + SE. *P < 0.05 compared to 3-month-old rats; **P <0.05 compared to 3-, 6-, and 18-month-old rats;
&P <0.05 compared to all groups (P <=0.05, one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test).

rats ranged between 30 and 60 s, while all 30-month-old
rats failed to traverse the beam but were able to
reach an average time of 90 s with the assistance of a
researcher.

Regular low-intensity exercise significantly amelio-
rated the scores for rats in the balance beam test. After
exercise, 6-month-old rats had scores between 0 and 1,
which indicated an amelioration of 36% in this parameter
compared to sedentary rats of the same age. The scores
were 1 and 2 for 18-month-old rats and 1 and 6 for 24-
month-old rats, which revealed an amelioration of 62 and
47%, respectively, compared to sedentary rats of the
same age (Figure 6C). Time to traverse the beam did not
differ significantly after exercise (Figure 6D).

Antioxidant parameters

Total thiol content of the spinal cord was lower for older
ages (Figure 7A). Despite not being significant, total thiol
content was about 33% lower in the spinal cord of 6-
month-old rats compared to 3 months. Total thiol was also
lower in the spinal cord of 18-month-old rats, although the
difference (41%) was significant only compared to 3-
month-old rats. Total thiol content was 12% lower at 18
months than at 6 months. Total thiol content was also
significantly lower in 24- and 30-month-old rats compared
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to 3. Total thiol content was 53% lower for 24-month-old
rats compared to 3, and 21% lower compared to 18. The
30-month-old rats had lower total thiol content than
24-month-old rats, being approximately 93, 90, 88, and
85% lower compared to 3-, 6-, 18-, and 24-month-old rats,
respectively. Total antioxidant capacity was low in the
spinal cord of 3-month-old rats, and higher at 6, 18, 24,
and 30 months (Figure 7B). The capacity at 6 months
was 225% higher than that at 3 months, while at 18 and
24 months it was approximately 300% higher, and at
30 months 385% higher. The TAC was approximately 23%
higher at 18 and 24 months compared to 6 months, and
around 49% higher at 30 months. The TAC at 30 months
was 21% higher than that at 24 months. SOD activity did
not differ significantly between 3 and 6 months, but was
higher at 18, 24, and 30 months compared to 3 months
(Figure 7C), being 60, 115, and 165% higher, respectively.
Interestingly, regular low-intensity exercise did not sig-
nificantly change antioxidant parameters in the spinal cord
of 6-, 18-, and 24-month-old rats (Figure 7D—F).

Pro-oxidant parameters

Pro-oxidant parameters differed among ages. The
level of SAG was similar in the spinal cord of 3- and 6-
month-old rats (Figure 8A). Despite not being significant,
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Figure 6. Responses to balance beam test in terms of total score (A,C) and total time to traverse the beam (B.,D) for Wistar rats of
different ages (A,B) and after 12 weeks of treadmill running (C,D). Data are reported as medians and 10-90% interquartile ranges (A,B)
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*P < 0.05 compared to 3-month-old rats; *’P <0.05 compared to 6-month-old rats; *P <0.05 compared to all groups (A and B, Kruskal-
Wallis test followed by Dunn’s post hoc test and C and D, two-way ANOVA followed Tukey’s post hoc test).
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Figure 7. Total thiol content (A,D), total antioxidant capacity (TAC) (B,E), and superoxide dismutase (USOD) activity (C,F) in the
lumbosacral spinal cord of Wistar rats of different ages (A—C) and after 12 weeks of treadmill running (D—F). Data are reported as mean
+ SE. *P < 0.05 compared to 3-month-old rats; P <0.05 compared to 3- and 6-month-old rats; P <0.05 compared to 6- and 18-month-
old rats; **P < 0.05 compared to 3-, 6-, and 18-month-old rats; P <0.05 compared to 6-month-old rats of the same experimental group
(one-way (A—C) and two-way (D-F) ANOVA followed by Tukey’s post hoc test).

the level of SAG was 73% greater in the spinal cord of 18-
month-old rats. This parameter increased significantly in
the spinal cord at 24 and 30 months, being approximately
124% compared to 3 months, but 29% compared to 18
months. Levels of H;O, were similar in the spinal cord at
3 and 6 months. This parameter was 125% greater in
the spinal cord at 18 months, but not significantly so
compared to 3 and 6 months (Figure 8B). Levels of H20»
were similar in the spinal cord of 24- and 30-month-old
rats; however, at 24 and 30 months, rats had higher
levels of H,O, (approximately 494%) compared to 3
months. The 24- and 30-month-old rats had approximately
164% greater H,O; than 18-month-old rats. No significant
differences were found among 3-, 6-, 18-, 24-, and 30-
month-old rats for lipid hydroperoxides (Figure 8C).
Exercise did not induce significant changes in pro-oxidant
parameters (Figure 8D—F).

Discussion

The present study assessed metabolic parameters,
motor coordination and equilibrium, and spinal cord oxidative
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biomarkers in rats of different ages. The lack of changes
in body weight, metabolic markers, and soleus muscle
weight/body weight ratio with age was in line with previous
studies (13,27,28). The slight decrease in blood glucose
levels for old rats may be related to senescence; the
median survival age for Wistar rats is 29-30 months (13).
The maintenance of triglyceride levels during aging may
be associated with diet. Rats were fed a standard diet
throughout the entire experimental period, including prior
to death. Fed aged rats did not experience changes in
blood triglyceride levels (28). Thus, rats of the present
study experienced changes that are commonly found
during aging.

The age-induced changes in the balance-beam test
and stride length were in line with previous research (13);
however, those authors did not use 3-month-old rats.
Thus, the results presented here add new information on
these parameters in young rats. Interestingly, stride length
was similar for 3- and 30-month-old rats. Recent research
found longer stride lengths for middle-age rats than for
3-month-old rats (29), with the stride length from young
rats similar to that found in the present study. This result
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Figure 8. Superoxide anion generation (SAG) (A,D), hydrogen peroxide (B,E), and lipid hydroperoxide (C,F) levels in the lumbosacral
spinal cord of Wistar rats of different ages (A-C) and after 12 weeks of treadmill running (D-F). Data are reported as mean + SE.
**P <0.05 compared to 3-, 6-, and 18-month-old rats; *P < 0.05 compared to 6- and 18-month-old rats (one-way (A—C) and two-way

(D—F) ANOVA followed by Tukey’'s post hoc test).

reinforces our measurements for all rats and shows that
stride length returns to values similar to that found in
young adult rats.

As with stride length, step length increased from young
adult rats to middle age rats, but then decreased in old
age. Interestingly, the step length found for 30-month-old
rats was similar to that found for 3-month-old rats. Thus,
stride and step length retumed to values found at 3
months in spite of the difference in body size and weight.

In contrast, stride width increased with advancing age,
with old rats having the greatest stride width. Since a
stable gait requires control of the position of the center of
mass of the body relative to the base of support (30),
greater stride width may be a compensatory strategy to
keep the center of mass of the body within the base of
support in old rats.

The present study is the first to demonstrate that SFI
changes with age. This index provides a very precise and
reliable measure of the sciatic nerve condition and is
quickly and easily applied to large populations (16). These
authors reported an SFI near zero for normal young rats.
We also found SFI values near zero for 3-, 6-, and
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18-month-old-rats, but lower values for 24- and 30-month-
old rats. Since SFl is very sensitive to lesion in this nerve
(16), the decreased SFI found in 24- and 30-month-old
rats in the present study indicates sciatic nerve lesion. In
fact, morphological changes were found in peripheral
nerves of 10- and 24-month-old Wistar rats (31).

Parallel to behavioral changes, the levels of SAG and
H-0; increased in the spinal cord of aged rats. These
results are in line with research showing increased ROS
generation in the spinal cord with advancing age (4).
However, our study is the first to demonstrate that the
increase is associated with high SAG and H,O,. Since
high levels of ROS exceed the adaptive tolerance of cells,
resulting in significant oxidative damage, apoptosis, and
necrosis (3), it is possible that the observed increase in
SAG and H.O2 may be related to the changes found in
gait and balance with advancing age. The spinal cord is a
vital connector and integrator, carrying and manipulating
efferent motor and afferent sensory information between
the brain and the periphery to control a multitude of
physiological process, including locomotion and balance
(30). Since elevated levels of SAG and H20, were found
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in the spinal cord of the same rats that exhibited poor
performance in the balance beam test and changes in the
gait parameters, a relationship between these resulis
cannot be discarded. However, it is impossible to address
direct or indirect relationships between ROS and behav-
ioral responses. Cell failure can be caused by ROS
through interference with signaling pathways and their
associated components, in addition to imposing direct
damage, thus incorporating both the beneficial and malign
nature of ROS (3). Thus, a relationship between SAG and
H-O- and deficits in behavioral responses of aged rats is
possible, although further studies are necessary to better
understand this relationship.

Interestingly, SAG and H,0O; levels were similar in the
spinal cord of 24- and 30-month-old rats. This similarity
may be related to age-induced functional changes.
Previous research showed elevated H,O, production in
brain mitochondria of 24-month-old rats (32). According to
these authors, the content of mitochondrial cytochrome c
(terminal enzyme complex of the inner mitochondria mem-
brane electron transport chain that catalyzes electron
transfer from reduced cytochrome c to molecular oxygen)
remains constant in 24-month-old rats, although its
functions are impaired. In this context, it can be suggested
that the lack of significant changes in SAG and H20, may
be related to maintenance of enzymatic activity parallel to
its functional deficit in 30-month-old rats. However, it is
also necessary to consider that elevated SAG and H,0O,
may be associated with age-related neurochemical changes.
Pronounced alterations in neurotransmitter markers have
been demonstrated in aged nervous tissue, with the spinal
cord being more severely affected than most cerebral
regions in 30-month-old rats (33). Free radicals are gener-
ated in cells under oxidative stress and when signaling
pathways are activated (5).

Total thiol content gradually decreased in the spinal
cord with advancing age, with the greatest decrease being
in old rats. This result is similar to that found in 24-26-
month-old Wistar rats (7). Thus, our results reinforce that
thiol content decreases with age. In addition, the present
study adds new evidence since it revealed a decrease in
total thiol content for ages of 18 and 30 months, which
was particularly dramatic for the latter. Decreased total
thiol content may be indicative of reduced efficiency of
S-thiolation as a mechanism of antioxidant defense during
aging, thus creating an increased risk of irreversible
oxidation of -SH groups of proteins (7). In this context, our
results indicate that the imeversible oxidation of -SH groups
of proteins occurs during aging, but is increased in the
spinal cord of old rats. Protein oxidation modifies several
amino acids and protein aggregation and fragmentation (7).
Thus, it can be suggested that these changes are particu-
larly elevated in the spinal cord of old rats.

The decrease in total thiol content may be related to
H>O,. Thiol oxidation occurs by a two-electron mechan-
ism, most commonly involving H>O5 (5). According to that
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author, superoxide reacts with thiol but, at least for small
molecules, the rate is slow and the reaction is not a direct
electron transfer, but instead generates the thiyl radical,
which regenerates superoxide and forms disulfide as the
major product. This is a chain reaction but the chain is
short, probably because superoxide reacts with intermedi-
ate radicals, and thiols are unlikely to compete with SOD
(5). In fact, SOD activity was found to increase in the spinal
cord with advancing age. Superoxide dismutase is the
enzyme that converts superoxide radicals into HoO5 (3).

Despite a decrease in total thiol content, TAC increased
in the spinal cords of 6-, 18-, 24-, and 30-month-old rats.
This result may be related to changes in other antioxidant
systems. TAC represents both the enzymatic and non-
enzymatic antioxidant compounds in the body, such as
SOD, catalase, glutathione peroxidase, and glutathione
(34). In fact, SOD activity increased in old rats. The inter-
related changes in pro-oxidant and antioxidant defenses
may be related to the lack of significant changes in lipid
hydroperoxide levels with advancing age.

The present study also demonstrated the effects of
regular low-intensity exercise on metabolic, behavioral,
and oxidative parameters during aging. Exercise did not
induce significant changes in body weight, blood glucose,
and triglycerides. These results are in line with previous
research (35). Interestingly, low-intensity exercise did not
reduce total cholesterol. This exercise program also did
not prevent age-induced decrease in soleus muscle
weight/body weight ratio. It has been demonstrated that
rats experience reduced total cholesterol after 12 weeks of
low-intensity exercise (36). Moderate-intensity continuous
training had a protective effect on relative soleus weight in
18-month-old female Sprague Dawley rats (35). Since
frequency and/or intensity of exercise differed between
the studies, these factors may be related to the lack of
changes in total cholesterol and soleus muscle weight/
body weight ratio, as shown for high- and moderate-inten-
sity exercise (37). However, further studies are necessary
to clarify this hypothesis.

While low-intensity exercise did not change gait param-
eters, it ameliorated performance in the balance beam
test. This test assesses simple (static) equilibrium (38).
Walking requires complex motor unit re-innervation coor-
dinated by cortically integrated sensory feedback (39).
Thus, our results suggested that regular low-intensity
exercise improved static equilibrium, but not complex
motor coordination. Since locomotor features depend on
postural status at each step, with and without perturba-
tions (40), the improvement in static equilibrium should be
contributing to prevent changes in gait. However, this
appears to be insufficient to change SFI. It is probable that
greater training duration and/or volume are necessary to
change gait parameters.

Training duration and volume may also be responsible
for the lack of significant changes in spinal cord oxidative
biomarkers after low-intensity exercise. Recent research
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revealed that prolonged mild treadmill exercise (50% of
maximal exercise capacity, 5 days/week, 40 min/day,
during 10 weeks) significantly decreased H-O- levels in
the spinal cord of aged Lewis rats (9). However, it must
be taken into account that our study had a small number
of rats per group. This imposes a strong limitation to the
study, which weakened comparisons between groups and
could result in false-negative findings. The statistical
comparison in our study was always borderline. Thus,
we are uncertain whether low-intensity exercise induced,
or not, changes in gait and spinal cord oxidative bio-
markers in aged rats, which is in need of further evaluation.
In particular, it is necessary to increase the number of rats
per group. It is also necessary to compare the effects of
high- and low-intensity exercise on gait and spinal cord
oxidative parameters to establish the intensity of exercise
needed to prevent age-induced changes in these param-
eters. Thus, we cannot rule out a beneficial effect of
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5.2 ARTIGO 2

Este artigo mostra o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico de baixa
intensidade sobre a atividade de biomarcadores de estresse oxidativo em regides cerebrais, como
tronco encefalico, cerebelo e cortex cerebral, em ratos Wistar machos com idades variadas. Além
disso, o0 artigo mostra o efeito do envelhecimento e do exercicio fisico sobre algumas medidas
radiograficas do fémur.

Este manuscrito esta em analise na revista Brazilian Journal of Medical and Biological

Research. O comprovante da submissao é mostrado como ANEXO I1.
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Abstract

We investigated changes in oxidative biomarkers in brain regions such as brainstem,
cerebellum, and cerebral cortex of 3-, 6-, 18-, 24-, and 30-month-old rats. We also
assessed the effects of low-intensity exercise on these biomarkers in these regions
of 6-, 18-, and 24-month-old rats that started exercise on treadmill at 3, 15 and 21
months of age. respectively. Radiograph images of the femur were taken for all rats.
Brainstem and cerebellum increased lipid hydroperoxide levels at 30 months. Total
thiol content reduced in all brain regions at 24 and 30 months. Brainstem increased
total antioxidant capacity (TAC) at 24 and 30 months. No change occurred in
superoxide dismutase (SOD) activity. Femur increased its length and width and
cortical thickness. No change occurred in medullary width. Radiclucency increased
and sclerosis was found in cortical and medullary with advancing age. While exercise
increased lipid hydroperoxides at 6 and 18 months, it reduced this parameter at 24
months in brainstem. Exercise reduced total thiol content in brainstem at 6 months,
but no change occurred in other regions. TAC reduced only in cerebral cortex at 24
months. Exercise decreased SOD activity in cerebellum at 6 and 18 months, but this
activity increased in cerebral cortex at 18 months. Exercise reduced radiolucency
and medullary sclerosis. So, aging differentially changes oxidative biomarkers in
different brain regions and radiographic measures of the femur. Despite the limitation
of the study (number of rats/group= 5 or 6), low-intensity exercise appears to play a

beneficial role in these changes.

Keywords: Total thiol content; Lipid hydroperoxide levels; Total antioxidant capacity:;

Superoxide dismutase activity; treadmill
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Introduction

The world population is progressively getting older. The number of older people
aged 60 or over will grow from 962 million to nearly 2.1 billion by 2050 (1.2). In Braazil,
it is estimated that there will be 64 million seniors by 2050 (2). Given the increasingly
number of older adults worldwide, understanding aging-induced changes is
imperative to promote healthy aging.

Studies have demonstrated that aging is a complex event characterized by a
gradual decline of physiological functions and increased susceptibility to disease (3).
The brain is a target of the aging process like other cell systems of the body (4).
Evidence has shown that oxidative stress is one of the most important factors
contributing to biochemical impairments of the brain during aging (3). Oxidative
stress may be defined as an excessive amount of reactive oxygen species (ROS),
which is the net result of an imbalance between production and destruction of these
species (5). ROS include singlet oxygen, superoxide radicals, hydroxyl radicals, and
hydrogen peroxide (5). However, numerous endogenous antioxidant systems are in
place to ensure that ROS are properly reduced. Among diverse antioxidant systems
is superoxide dismutase (SOD), the enzyme that converts the superoxide anion to
H2032, and thiols (5). The thiol moiety is particularly sensitive to redox reactions and is
an established redox sensor that interacts with a variety of oxidants to form in many
cases a reversible covalent modification that includes disulfide bond formation, a
major mechanism by which protein function can be controlled (6).

The vulnerability to the oxidative stress-associated aging process appears to differ
in different brain regions (7). Mitochondria isolated from aged rat cortex and

hippocampus showed increased ROS production compared to young rats, which was
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not observed in mitochondria isolated from the cerebellum (8). Aging also decreased
glutathione/oxidized glutathione ratio and increased lipid peroxidation levels and
superoxide dismutase activity in cerebral cortex of 24-month-old Wistar rats
compared to 3-month-old rats (9). Also, aging increased lipid peroxides and lipid
hydroperoxides but decreased SOD activity in the cerebrum, cerebellum and
brainstem of 6-, 13-, 19- and 26-month-old male albino rats compared to 3-month-old
rats (10). However, the research did not assess total thiol content. In mice, a
significant increasing pattern of glutathione content was found in the cerebellum and
brainstem with age (11). Thus, it is interesting to assess the changes in age-induced
total thiol content in different regions of the Wistar rat brain, a common experimental
model in studies of aging. Since Wistar rats' median survival age is 29-30 months
(12,13) and only few of the neurochemical changes present at age of 30 months
were present in a group of rats of intermediate age (14), it appears interesting to
determine the changes in oxidative parameters in 30-month-old rats.

One sfrategy that has beneficial effects on aging-induced changes is regular
physical activity (3,15). Exercise appears to protect the brain from the oxidant action
(16). Nevertheless, the effect appears related to training duration and intensity (15,
16). Recent research showed that low-intensity exercise ameliorated performance of
aged rats in the beam balance test, a test that assesses simple (static) equilibrium
(17). However, the effects of low-intensity exercise on changes in oxidative stress
biomarkers in different regions of the brain remain unknown, especially in regions
with important roles in motor control.

In order to gain insight into these issues, the aim of the present study was to
investigate the effects of age and low-intensity exercise on oxidative biomarkers in

cerebral cortex, cerebellum and brainstem, brain regions that have important roles in
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motor control and equilibrium. Because changes in the nervous system may
compromise areas of extreme importance for the mobility of individuals — for
example, the musculoskeletal system that includes bones and a network of tendons,
ligaments, cartilage and attached muscles (3), we also took X-ray images of the

femur to investigate aging- and exercise-induced changes in this bone.

Material and Methods

Experimental animals

All procedures involving animals were approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-
UFRGS #29386). All efforts were made to minimize animal suffering and reduce the
number of animals used. To characterize the effect of aging on brain biomarkers, 47
intact 3-month-old male Wistar rats were obtained from a colony maintained by
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. In the laboratory, the rats were housed
in groups of three per conventional cage, maintained at 22 °C+2 °C, exposed to a 12-
h light/12-h dark photoperiod and provided free access to food and water, as
previously described by Silveira et al. (17). Briefly, six (n=6) of the rats were
acclimated for one week and killed by decapitation. The other rat groups were
maintained under laboratory conditions until the ages of 6 (n=12), 18 (n=12), 24
(n=12) and 30 (n=5) months. All rats were kept under close observation and regularly
weighed, including prior to sacrifice. Since some rats died of natural causes, the final
number of experimental animals was 12 for 6-months, ten for 18- and 24-months,

and three for 30-months.
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The animals were classified as young adult (3 months), adult (6 months), middle-
aged (18 months), young elderly (24 menths), and old (30 months) (17). These ages
were chosen because ages of 6, 18, 24, and 30 months correspond to human ages

of 18, 45, 60, and 75 years, respectively (17,18).

Exercise protocol

To characterize the effect of regular low-intensity exercise on brain oxidative
biomarkers, rats were randomly selected for an exercise program at ages of 3-, 15-,
and 21-months. The exercise program was made for 12 weeks (Silveira et al. 2019).
Thus, rats at ages 3, 15 and 21 months exercised until ages of 6, 18 and 24 months,
respectively. Since there were only three 30-month-old rats at 27 months, use of
these rats in the exercise program was limited. Non-exercised rats remained
sedentary.

Prior to initiating the exercise program, the exercise groups were familiarized with
a treadmill for one week, 3 times/week, 30 min/day. Having successfully performed
the exercise protocol the rats began the exercise program, which consisted of
running on a treadmill designed for human use (Runner, Brazil), but modified for use
by rats, for 30 minutes/day, 3 times/week, for 12 weeks. Each session included a
warm-up period of 5 minutes at 2m/min, then exercise for 5 minutes at 5m/min and
20 minutes at 8m/min, while the incline was maintained at 0% (17).

The exercise was performed only three times a week to avoid chronic stress,
inflammation or muscle damage, and to allow the liver and muscle to recover
glycogen:; rats received no stimulation (aversive or appetitive) to motivate them to run
(19). All rats were sacrificed at the same time of day (beginning at 8:00 am), without

fasting.
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1
2
3
‘5‘ Sample preparation
? Rats were sacrificed by decapitation and whole brain and right femur was promptly
8
9 collected. The femur was carefully released of soft tissue (muscles. ligaments,
10
1; tendons, nerves, vessels), cooled, and used for X-ray analysis. All cerebral cortex,
Er cerebellum and brainstem were excised carefully on ice. These tissues were
15
16 homogenized in 1.15% KCI| diluted 1:5 (w/v) containing 1 mmol/L
17
18 phenylmethylsulfonyl fluoride, and centrifuged at 1000 g for 20 min at 4 *C. The
19
;? supernatant was used for assays of total antioxidant capacity (TAC), total thicls
22
23 content, superoxide dismutase (SOD) activity, and lipid hydroperoxides levels.
24
25
26
;; Determination of lipid hydroperoxides levels
§§ The lipid hydroperoxides were measured by oxidation of Fe2* by LOOH in an acid
31
32 medium containing xylenol orange dye, which forms a complex with Fe*, as
33
34 described by Jiang et al. (20). Results are reported as pmol/g tissue.
35
36
37
38
39 Determination of TAC
40
41 The TAC was determined with 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
42
:i acid) radical cation, which, in an acid medium, is decolorized by antioxidants,
45
46 according to their concentration and antioxidant capacity (21). Results are reported in
47
48 pmol-eq trolox'-g tissue".
49
50
51
;; Determination of total thiol levels
54
55 Total thiol content was determined as described by Aksenov and Markesbery (22).
56
57 Briefly, 30 pL of a tissue sample was mixed with 1 mL of phosphate/EDTA buffer, pH
58
gg 7.5, and 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoic) acid (DTNB, 10 mM). Control samples, which
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did not include DTNB, were run simultanecusly. The absorbance was read at 412 nm
after 30 min of incubation at room temperature. and the results are reported as

mmol/mg tissue.

Determination of SOD activity

SOD activity was measured based on its action to neutralize superoxide radicals
to prevent oxidation of adrenalin to adrenochrome, a colored byproduct that can be
measured at 480 nm. The reaction medium contained glicine buffer (50 mM, pH 11.3)

and adrenalin (60 mM, pH 2.0), and the results are reported as units/mg protein (23).

X-ray analysis of the femur

To X-ray analysis, the rat femur specimens were positioned along its long axis.
Dorsal-ventral and medial-lateral view X-rays were collected using an X-ray unit
(IRay Technology, Model Mars 1417.PSI, 100 mA, 45 kV, 0.01s, Shangai. China).
The radiographs were evaluated using I|-Ray Vet software (I-Ray Technology,
Shanghai, China). The following parameters were used for the evaluation of the
radiograph images: femur length and width, thickness of cortical bone in its medial
and lateral regions, total cortical thickness (medial plus lateral thickness), and
medullary width (Figure 1). It was also analyzed radiolucency, radiopacity,
remodeling of femoral neck, the presence of sclerosis in cortical and/or medullar,
bone deformity, fracture, and presence of osteophyte.

Measurements were always taken from femoral head to femoral condyles. The
measures of cortical, medullary, and width were always taken in the diaphysis, in

mid-portion of the femur. Radiographs were evaluated by a veterinary with training
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and experience in veterinary radiology. The veterinary was blinded to experimental

groups that she was assessing.

Statistical analysis

The sample size for the present study was based on previous studies using Win
Pepi software version 9.1, a significance level of 0.05 and 95% power, which resulted
in @ sample size of eight rats per group, as described in Silveira et al. (17). However,
some rats died during aging., so the final sample size was 5 or 6 rats per group,
except for 30-month-old rats which had a sample size of 3 rats. Data from sedentary
rats were compared between different ages to show the effect of aging. Data from
exercise rats were compared to sedentary rats to show the effect of regular low-
intensity exercise in rats with different ages. Statistical analyses were performed
using SigmaPlot version 11.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL) for Windows.
Normal Gaussian distribution of the data was analyzed by Shapiro-Wilk test, while
Levene's test was used to analyze homogeneity of variance. Data of aging were
analyzed using one-way ANOVA, while the effect of exercise was analyzed using
two-way ANQOWVA. The Tukey test was used as post hoc test. Differences were
considered statistically significant when P was <0.05. All data are reported as

mean£SE of the mean.

Results

Lipid hydroperoxide levels were similar in the brainstem of 3-, 6- and 18-month-old

rats (Figure 2A). Despite insignificant, lipid hydroperoxide levels were 32% higher in

this region of 24-month-old rats. This parameter was 63% higher in the brainstem of
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30-month-old rats compared to 3-, 6- and 18-month-old rats, but 23% compared to
24-month-old rats. In cerebellum, no significant difference was found between 3-, 6-,
18- and 24-month-old rats for lipid hydroperoxides levels . However, such levels were
64% higher in the cerebellum of 30-month-old rats compared to 3- and 6-month-old
rats (Figure 2B), but 14% compared to 18- and 24-month-old rats. No significant
differences were found between 3-, 6-, 18-, 24- and 30-month-old rats for lipid
hydroperoxides in cerebral cortex (Figure 2C). Regular low-intensity exercise
significantly increased lipid hydroperoxides in brainstem of 6- and 18-month-old rats
compared to same-age sedentary rats (Figure 2D). The increase was 60% at 6
menths, but 51% at 18 months. However, low-intensity exercise decreased (28%)
lipid hydroperoxides in brainstem of 24-month-old rats compared to same-age
sedentary rats . Exercise did not induce significant changes in lipid hydroperoxides of
cerebellum and cerebral cortex (Figure 2E,F).

No significant difference was found in TAC of the brainstem of 3-, 6- and 18-
month-old rats (Figure 3A). However, TAC at 24 months was significantly higher
(25%) than at 3 and 6 months. TAC was 15% higher in brainstem of 30-month-old
rats compared to 24 months, but 44% higher compared to 3 and 6 months. No
significant differences were found between 3-, 6-, 18-, 24- and 30-month-old rats for
TAC of cerebellum (Figure 3B) and cerebral cortex (Figure 3C). Regular low-intensity
exercise did not significantly change TAC in the brainstem and cerebellum of 6-, 18-
and 24-month-old rats (Figure 3D,E). However, exercise decreased (17%)
significantly the TAC in cerebral cortex of 24-month-old rats compared to same-age
sedentary rats (Figure 3F).

Total thiol content of the brainstem was similar for 3- and 6-month-old rats.

However, it was lower (approximately 31%) in the brainstem of 18-, 24- and 30-
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month-old rats compared to 3- and 6-month-old rats (Figure 4A). Total thiol content of
the cerebellum was lower for older ages (Figure 4B), being 45% lower compared to
3-, 6- and 18-month-old rats. Total thiol content of the cerebral cortex was also lower
for older ages (Figure 4C). This capacity was approximately 30% lower at 24 and 30
months compared to 18 months, and around 62% lower compared to 3 and 6
months. Regular low-intensity exercise decreased (58%) total thiol content in
brainstem of 6-month-old rats compared to same-age sedentary rats . Interestingly,
regular low-intensity exercise did not significantly change total thiol content in the
brainstem of 18- and 24-month-old rats (Figure 4D). The exercise program did not
induce significant changes in total thiol content of the cerebellum and cerebral cortex
compared to same-age sedentary rats (Figure 4E,F).

Superoxide dismutase activity did not differ significantly in the brainstem,
cerebellum and cerebral cortex of 3-, 6-, 18-, 24- and 30-month-old rats (Figure 5A-
C). While low-intensity exercise did not significantly change SOD activity in
brainstem, it significantly decreased SOD activity in cerebellum of 6- and 18-month-
old rats compared to same-age sedentary rats of (Figure 5E). Such decrease was
not found at 24 months. In cerebral cortex, SOD activity significantly increased only
at 18 months (Figure 5F).

The femur length was significantly greater (approximately 15%) for 6-, 18-, 24- and
30-month-old rats compared to 3-month-old rats (Figure 8A). It was also significantly
greater (6%) for 24-month-old rats compared to 6-month-old rats. Interestingly, femur
length was similar between 30-month-old rats and 6-month-old rats, but shorter (4%)
than in 18- and 24-month-old rats. Despite insignificant, the femur width was 12%
greater in 6-month-old than in 3 month-old rats. This measure was significantly

greater (approximately 33%) in 18-, 24- and 30-month-old rats than in 3-month-old
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rats (Figure 6B). The femur width was significantly greater in 24-month-old rats than
in 6- and 18-month-old rats, being 25% and 9% greater at 24 months than at 6 and
18 months, respectively. Nevertheless, femur width was similar in 30-month-old rats
and 18-month-old rats, but smaller (9%) than in 24-month-old rats. None of the
parameters exhibited significant changes after low-intensity exercise (Figure 6C,D).

Thickness of cortical bone in the middle third of the femur (lateral and medial)
differed between ages. In the medial region, thickness was approximately 100%
greater at 6, 18, 24 and 30 months than at 3 months (Figure 7A). This parameter was
also significantly greater (40%) for 24-month-old rats compared to 6-month-old rats.
Thickness of cortical bone in the medial region was similar in 30-month-old rats and
18-month-old rats, but 14% smaller than in 24-month-old rats. In the lateral region,
the thickness was significantly greater (approximately 78%) at 6, 18, 24 and 30
months than at 3 months. Only 18- and 24-month-old rats had thickness of the lateral
region significantly greater (approximately 30%) compared to 6-month-old rats
(Figure 7B). The thickness of cortical bone in the lateral region was 14% smaller in
30-month-old than in 18- and 24-month-old rats. Similar results were found for total
cortical thickness (medial+lateral) (Figure 7C). There were no significant changes in
medullary width (Figure 7D). None of the parameters exhibited significant changes
after low-intensity exercise (Figure 7E-G).

Table 1 summarizes other radiographic data. Aging induced sclerosis in the
cortical bone and medullary cavity. In cortical bone, sclerosis was observed at 18, 24
and 30 months, being light for 18-month-old rats and moderate for 24- and 30-month-
old rats. In medullary cavity, sclerosis was observed only in 24- and 30-month-old
rats, being severe in 24-month-old rats and moderate in 30-month-old rats. Severe

radiolucency was observed in femur at 24 and 30 months. Only 30-month-old rats
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showed light radiopacity. Light bone deformity was ohserved at 18, 24 and 30
months of age. This change was located predominantly in greater trochanter or
femoral condyles. Only one rat exhibited light deformity in lesser trochanter at 18
months. Remodeling of femoral neck was observed at 18 and 24 months, being
moderate in 18-month-old rats and severe in 24-month-old rats. Fracture was not
found in femur through aging. Osteophyte was found at 24 months. Regular low-
intensity exercise did not change the occurrence of cortical sclerosis at 24 months,
but it reduced this measure in medullary cavity. Exercise also reduced radiolucency
at 24 months. However, exercise did not induce changes in the remodeling of
femoral neck and bone deformity. None of the radiographic measures exhibited

significant change in sedentary and exercise rats at 3 and 6 months.

Discussion

The present study showed the effects of aging and low intensity exercise on
oxidative biomarkers in brainstem, cerebellum and cerebral cortex. The effects of
aging and exercise on femoral radiographic measurements were also evaluated.

In the brain, lipid hydroperoxides increased significantly in the brainstem and
cerebellum at 30 months. However, a small increase occurred at 24 months.
Increased lipid oxidation in distinct brain regions seems to be a common event during
aging. Lipid peroxide and lipid hydroperoxide values gradually increased in brainstem
and cerebellum of male albino rats at 6, 13, 19 and 24 months compared to 3 months
(10). Our results reinforce the increase in brainstem and cerebellum in older rats, and
further show that the increase is greater in 30-month-old rats, the maximum life span

of male Wistar rats (12,13). The lack of significant changes at 6, 18 and 24 months
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may be related to mitochondrial bioenergetics. Genetic, proteomic, or environmental
changes have been shown to influence mitochondrial bioenergetics changes during
aging (24).

However, lipid hydroperoxides did not vary significantly in cerebral cortex, which
differed from the study by Gupta et al. (10). These authors reported an increase in
lipid hydroperoxides throughout aging. However, while these authors used cerebrum,
our study used only cerebral cortex. This may be the cause of the difference in
results. Nevertheless, lipid peroxides increased significantly in the cerebral cortex of
24-month-old Wistar rats compared to 3 month-olds (9), and in frontal and temporal
cortices of 18-month-olds compared to 10-month-olds (25). In these studies, lipid
peroxides were determined by a different technique than the one we used here. Also,
our study did not evaluate lipid hydroperoxides in specific cortical regions. These
might the cause of the difference between our results and those in the literature.

Parallel to changes in lipid hydroperoxides, the total thiols content was significantly
decreased in the brain regions of older rats. The drop in total thiols during aging is
consistent with literature data (7,9). but our study adds novelty by showing that the
drop is similar between 24 and 30 months. Since a reduction in total thiol content in
lumbosacral spinal cord was observed in older rats (17), the fall in total thiols seems
to be a common event in the central nervous system of aged rats. Decreased total
thiol content appears to be indicative of reduced efficiency of S-thiolation as
mechanism of antioxidant defense during aging (26). So, it may be suggested that
this mechanism is reduced in the central nervous system of older Wistar rats.

Despite the reduction in total thiols, TAC increased in the brainstem of old rats. A
previous study showed that TAC reduced in the cerebral cortex, cerebellum and

brainstem of 24-month-old Wistar rats compared to 3-month-olds (27). At present we
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cannot explain this difference, but it may be suggested that the change is related to
gender in the Wistar strain. Sex differences were found in nitric oxide levels and
antioxidant defense systems in some regions of rat brain (28). Since TAC increased
in brainstem (results of the present study) and lumbosacral spinal cord (17) of older
rats, it can be thought that the alteration in TAC differs in these regions compared to
the higher ones of the neuroaxis.

Interestingly, thiols appear to be the major determinant of TAC in tissue
homogenate (29). However, our study found no direct relationship between changes
in TAC and total thicls. According to Balcerczyk et al. (29), adaptation to oxidative
stress may involve mobilization of mechanisms other than increase in thiols content.
However, SOD activity did not vary significantly in brain regions during aging. This
suggests that other antioxidant systems could have their activity increased over
aging. However, we have not evaluated other antioxidant systems. Future research
group studies will address this issue.

The lack of significant changes in SOD activity during aging has also been
observed in other studies of rat brain up to 24 months (7,9), which makes data from
30-month-old rats novel. The similarity between our data and those in the literature
reinforces our results. As SOD is the enzyme that converts superoxide radicals into
H.O, (5), the maintenance of its activity indicates that this conversion remains
unchanged during aging. However, while SOD activity increased significantly in
lumbosacral spinal cord of old rats (17). it did not occur in the brain regions. Thus,
the spinal cord seems to exhibit changes in SOD activity that differs from that of the
brain during aging. In fact, it has been demonstrated differential age- and region-

specific changes in rat brain mitochondrial function (24). In addition, spinal cord
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mitochondria appear to produce more ROS and cause more oxidative damage than
age-matched brain mitochondria (8).

Aging also caused changes in radiographic measurements of the femur. The
increase in length and width of this bone is in accordance with literature data (30). In
this study, the authors observed that the fotal bone mineral density of the femur
increased up to 24 months, followed by a slight decrease at 30 months, and these
changes occurred alongside changes in body weight. As it has been obhserved that
body weight of Wistar rats increased up to 24 months, followed by a slight fall at 30
months (17), changes in femur length and width are likely related to changes in body
weight.

The changes that occurred in the cortical bone are in agreement with literature
data where other methods were used for evaluation (30,31). The absence of
significant changes in the medullary cavity width suggests that aging did not induce
expansion in this region of the femur. It has recently been observed that the
medullary cavity did not change significantly in the femur of 10- and 16-month-old
mice (32). Thus, one may think that the lack of medullary expansion in the femur is
characteristic of rodents. As the medullary cross-sectional area was significantly
larger in older than young men, and this change seemed to indicate endosteal
resorption (33), it may be suggested that this change did not occur in the femur of old
rats. According to lida and Fukuda (30), the cortical area decreased while the
trabecular area increased with increasing age, and it might be due to the dominance
of periosteal formation rather than endosteal resorption by the modeling pattern in
rats, indicating that the cortical thickness thins with increasing age. In fact,
radiolucency and remodeling of femoral neck increased in femur of old rats, which

may be indicating a reduction in bone mass. According to Lopez and Lopez (34), low
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bone mineral density is marginally associated with a higher frequency of radiolucent
periapical lesions. The presence of cortical and medullary sclerosis may be related to
inflammatory processes induced by aging. According to Fenger et al. (35), medullary
sclerosis may be related to inflammatory factors. In fact, the production of tumor
necrosis factor alpha and interleukin-6, pro-inflammatory cytokines, in the bone
marrow mesenchymal stromal cells was significantly higher in the aged compared to
adult rats (36). Considering the radiographic data, it can be suggested that the rat
femur of the present study exhibited the characteristic changes induced by aging. It is
possible that the absence of osteophyte in 30-month-old rats’ femur is related to the
small number of animals. Future studies with a larger number of rats aged 30 months
may clarify this issue.

The present study also demonstrated the effects of regular low-intensity exercise
on brain oxidative parameters and radiographic measures of femur. Results showed
that exercise increased lipid hydroperoxides in brainstem of young and middle-aged
rats. However, it reduced this parameter in brainstem at 24 months, with no
significant changes in cerebellum and cerebral cortex at any age. According to
Jolitha et al. (13), the differences in lipid peroxidation in different brain regions could
be ascribed to the different consumption of oxygen. A recent meta-analysis revealed
that moderate physical exercise did not induce an increase in lipid peroxidation in
brain regions such as cerebral cortex, brainstem, and cerebellum in 62% of the
studies evaluated, but in a subset of studies (15%) increased levels of thiobarbituric
acid reactive substances were found, an indicator of lipid peroxidation (16). As the
differences seemed to be related to exercise intensity and/or frequency (16), this may

be the cause of the differences between our results and those in the literature.
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Differences in exercise intensity and/or frequency may also be the cause of
divergences in antioxidant parameter results. According to de Souza et al. (16), the
rodent training protocols between 20 and 30 min over a period of 8 weeks do not
affect antioxidant enzymatic equilibrium, but aerobic exercise for more than 8 weeks
induced increase in catalase and SOD activities. However, our study revealed a
decrease in SOD activity at 6 and 18 months in the cerebellum, but an increase in
this activity at 18 months in the cerebral cortex. Chalimoniuk et al. (37) observed that
moderate intensity endurance training significantly enhanced the number of
components of antioxidant barrier, including SOD activity, mostly in the neocortex,
and to a lesser extent, in the cerebellum and striatum of adolescent Wistar rats. So,
one cannot rule out the possibility that the differences between our results and those
in the literature relate to the exercise program.

The difference in exercise frequency and/or intensity may also be the cause of the
lack of recavery of the total thiols content in the different brain regions. In adolescent
rats, endurance training for 13 weeks increased total glutathione content in cerebral
cortex, cerebellum and midbrain (37). However, exercise training on a treadmill for
7.5 weeks did not significantly change the levels of glutathione in cortex, brainstem
and striatum of young rats (38). Interestingly, our study showed a significant
decrease in total thiols content in brainstem of exercised &-month-old rats. This
finding may relate to different mechanisms stimulated by exercise. It has been
suggested that oxidative stress affects different pathways depending not only on the
ROS/reactive nitrogen species quantity but also on their types, primary or secondary
species (3).

Exercise also caused an improvement in radiographic measurements, since there

was a decrease in radiolucency and absence of medullary sclerosis in the femur of
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exercised rats. Based on the previously presented discussion about these femur
measures, the results point towards the beneficial effect of exercise on aging-induced
bone loss. Exercise (treadmill run for 40 minutes/day, 3 times/week for 8 weeks) has
recently been shown to work towards reversing the bone marrow aging phenotype in
old male mice (39). In aging female Wistar rats, the strength training triggered
physiological responses that resulted in changes in the bone microenvironment and
brought benefits to biomechanical parameters of bone tissue (36). However, a recent
study showed that moderate but not low intensity exercise performed 4 times/week
for 4 weeks returned the number of osteoclasts back to normal, which had been
altered by d-galactose-induced aging (40). Considering the findings of the present
study, one cannot rule out the possibility that the small changes found in
radiolucency are indicative of the beginning of a beneficial effect of low intensity
exercise due to the longer duration of the exercise. Further studies are needed to
clarify this issue.

We recently demonstrated that regular low intensity exercise improved balance in
older rats (17). Since it was suggested that changes in the nervous system may
compromise areas of extreme importance for the mobility of individuals, e.g. the
musculoskeletal system (3), it is possible that exercise-induced changes in femoral
radiographic measurements and oxidative parameters in brain regions are
contributing to the improvement in balance of older mice. However, we must consider
that our study had a small number of rats. This imposes a strong limitation to the
study, which weakened comparisons between groups and could result in false-
negative findings. The statistical comparison in our study was sometimes borderline.
Despite this limitation, our results point towards the benefit of low-intensity exercise

versus aging-induced changes in oxidative biomarkers and femur bone mass.
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In conclusion, our study showed that aging modified the activity of oxidative
biomarkers in brain regions, and change is region-dependent and more pronounced
in older rats. Aging also altered radiographic measurements of the femur suggesting
bone loss. It has been shown for the first time that regular low-intensity exercise
interferes with changes induced by aging. Although the effect is complex, the data
point towards the beneficial effect of low-intensity exercise on changes caused hy
advancing age. So, although the study has had limitations (small number of rats), it

reinforces the beneficial role of low-intensity exercise during aging.
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Figure Legends

Figure 1. Lateral view radiographic image of the femoral bone from Wistar rat

showing parameters measured in this study.

Figure 2. Lipid hydroperoxide levels in the brainstem (A), cerebellum (B) and
cerebral cortex (C) of Wistar rats of different ages (A-C) and after 12 weeks of
treadmill running (D-F). Data are reported as mean+SE. 'P<0.05 compared to 3- and
6-month-old rats; (/P<0.05 compared to sedentary group of same age [one-(A-C) and

two-way (D-F) ANOWVA followed by Tukey post hoc test].

Figure 3. Total antioxidant capacity (TAC) in the brainstem (A), cerebellum (B) and
cerebral cortex (C) of Wistar rats of different ages (A-C) and after 12 weeks of
treadmill running (D-F). Data are reported as mean+SE. ‘P<0.05 compared to 3- and
6-month-old rats; #P<0.05 compared to 3-, 6-, 18- and 24-month-old rats; ()P<0.05
compared to sedentary group of same age [one-(A-C) and two-way (D-F) ANOVA

followed by Tukey post hoc test].

Figure 4, Total thiol content in the brainstem (A), cerebellum (B) and cerebral cortex
(C) of Wistar rats of different ages (A-C) and after 12 weeks of treadmill running (D-
F). Data are reported as meanzSE. "P<0.05 compared to 3- and 6-month-old rats;
#P<0.05 compared to 3-, 6- and 18-month-old rats; ("P<0.05 compared to sedentary
group of same age; ¥P<0.05 compared to 6- and 18-month-old rats; “"P<0.05
compared to sedentary and exercised 6-month-old rats and sedentary 18-month-old

rats [one-(A-C) and two-way (D-F) ANOVA followed by Tukey post hoc test].
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Figure 5. Superoxide dismutase activity (SOD) in the brainstem (A), cerebellum (B)
and cerebral cortex (C) of Wistar rats of different ages (A-C) and after 12 weeks of
treadmill running (D-F). Data are reported as mean+SE. ('P<0.05 compared to
sedentary group of same age [one-(A-C) and two-way (D-F) ANOVA followed by

Tukey post hoc test]. USOD: units of SOD.

Figure 6. Femur length (A) and width (B) of Wistar rats of different ages and after 12
weeks of freadmill running (C,D). Data are reported as meantSE. @Significant
difference compared to 3-month-old rats; "P<0.05 compared to 3- and 6-month-old
rats; "'P<0.05 compared to 6-month-old rats; #P<0.05 compared to 6- and 18-
month-old rats; "P<0.05 compared to 18-month-old sedentary rats [one-(A-C) and

two-way (D-F) ANOVA followed by Tukey post hoc test].

Figure 7. Medial (A) and lateral (B) cortical thickness, total cortical thickness (C) and
medullary canal width (D) of the femur of Wistar rats of different ages and after 12
weeks of treadmill running (E-G). Data are reported as meanzSE. **P<0.05
compared to 3-month-old rats; "P<0.05 compared to 6-month-old rats; *P<0.05
compared to 18-month-old sedentary rats [one-(A-C) and two-way (D-F) ANOVA

followed by Tukey post hoc test].
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Tabe 1: Radiographic measurements of femur from Wistar rat of different ages.

Sclerosis in cortical

bone
Sclerosis in
medular canal
Increased
Radiolucency
MNon-uniform
Radiopacity

Bone deformity

Remodeling of
femoral neck
Fracture

Osteophyte

Age (months)
Sedentary Exercise
3 6 18 24 30 G 18 24
- - + ++ ++ - - ++
(15)  (1/6) (1/3) (2/4)
- - - +++ ++ - - -
(3/6) (1/3)
- - - +++ +++ - - ++
(1/6) (2/3) (1/4)
. - - - n . - -
(1/3)
- - ++ ++ + - ++ ++
(2/5)  (1/6) (1/3) (113)  (1/4)
- - ++ +++ - - ++ + ++
(35)  (36) (13)  (2/4)
- - - present - - - -
(2/6)

Exercise: 12 weeks of treadmill running

{-) absent.

Present: (+) light; (++) moderate; (+++) severe.

Parenthesis represents the number of rats exhibiting the

change/total number of radiographs from femur.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou até o momento o efeito do envelhecimento e do
exercicio fisico de baixa intensidade sobre as alteracfes no passo, IFl, equilibrio e biomarcadores
oxidativos em medula espinal e areas encefalicas como tronco encefalico, cerebelo e cortex
cerebral em ratos Wistar. Foi avaliado ainda o efeito dessas condigdes sobre indicador de perda
de massa muscular esquelética, medidas radiograficas no fémur, peso corporal, e valores
plasmaticos de glicose, triglicerideos, colesterol total e HDL colesterol.

Quanto ao envelhecimento, o ganho de peso corporal até os 24 meses, seguido de
pequeno decréscimo aos 30 meses, foi também encontrado por outros autores em ratos Wistar
(GHEZZI et al.,, 2012; ALTUN et al.,, 2007; BOUDET et al., 1988). A falta de alteracfes
significativas nos valores plasmaticos de glicose em ratos de 3, 6, 18 e 24 meses também esta de
acordo com dados da literatura (GHEZZI et al., 2012). A reducdo nesse parametro em ratos
idosos pode se relacionar a senescéncia. Foi demonstrado que o tempo médio de vida de ratos da
linhagem Wistar ¢ 29 a 30 meses (ALTUN et al., 2007). O aumento significativo no colesterol
total e HDL colesterol também foi observado por outros autores durante o envelhecimento de
ratos Wistar (GHEZZI et al., 2012; BOUDET et al., 1988). A falta de variacao significativa nos
valores plasmaticos de triglicerideos pode estar associada a alimentacdo dos ratos previamente a
sua morte. Segundo BOUDET et al. (1988), ndo houve variacdes significativas nos valores
plasmaticos de triglicerideos quando ratos foram alimentados normalmente antes da sua morte.
Considerando todos os resultados acima descritos, e as similaridades com os dados da literatura,
pode-se afirmar que os ratos usados no presente estudo mostraram alteracfes que sdo comumente
encontradas durante o envelhecimento na linhagem de ratos Wistar.

Os estudos mostram que o avango da idade modula continuamente aspectos
basicos do comportamento, como locomoc¢do (ALTUN et al., 2007) e equilibrio (SMITH, 2016).
Assim, nosso estudo analisou as respostas de ratos com diferentes idades aos testes da barra
estreita e da marcagdo das patas com o intuito de mostrar déficits sensdrio-motores durante o
envelhecimento. O pior desempenho de ratos velhos e idosos no teste da barra estreita, e as
variagcbes no comprimento da passada, estdo de acordo com dados da literatura (ALTUN et al.,

2007; BROWN et al., 2003). Porém, os estudos prévios ndo mostraram as respostas ao teste da
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barra estreita em ratos com idade de 3 meses. Assim, os dados do presente estudo supriram essa
lacuna na literatura. Além disso, pela primeira vez se mostrou que o comprimento da passada
teve valor similar entre ratos com idades de 3 e 30 meses (SILVEIRA et al, 2019).Como um
estudo recente mostrou que o comprimento da passada foi maior em ratos de meia-idade
comparado a ratos de 3 meses (von LEDEN et al., 2017), e medidas obtidas nos ratos de 3 meses
desse estudo foram similares as encontradas em nosso estudo para ratos dessa idade, essa
similaridade reforca ndo apenas as medidas obtidas nos ratos de 3 meses, mas também as
medidas feitas nos ratos das demais idades. Assim, pode-se sugerir que o comprimento da
passada aumenta com o avanco da idade, mas em ratos idosos ele retorna a valores similares ao
que se observa em animais jovens.

Assim como o0 comprimento da passada, 0 comprimento do passo também aumentou de
ratos adultos a velhos, mas reduziu em ratos idosos. Curiosamente, o valor do comprimento do
passo de ratos idosos foi similar agueles encontrados em ratos jovens. Assim, pode-se sugerir que
0s comprimentos do passo e da passada aumentam durante o envelhecimento até a idade de 24
meses, seguido por pequena reducdo. Por este motivo, aos 30 meses o0s valores encontrados sao
similares aqueles de ratos jovens, apesar das mudancas no peso corporal e tamanho dos animais.

Diferente dos comprimentos do passo e da passada, a largura do passo aumentou durante
o0 envelhecimento, e 0 maior valor foi encontrado aos 30 meses. Sabe-se que um passo estavel
requer controle da posicdo do centro de massa corporal em relacdo a base de sustentacdo
(BRUJIN; DIEEN, 2018; MUSIENKO et al., 2012). Assim, & possivel que o aumento na largura
do passo seja uma estratégia compensadora para manter o centro de massa corporal dentro de
uma base estavel de sustentacdo nos ratos idosos. Como a locomocdo depende do status postural
em cada momento durante o passo, com ou sem perturbacdes (MUSIENKO et al., 2012), ndo se
pode descartar que as alteracbes no comprimento do passo e da passada, e largura do passo,
contribuiram para o pior desempenho de ratos velhos e idosos no teste da barra estreita.

Todavia, € preciso também considerar o efeito da idade sobre a massa muscular
esquelética. E sabido que a massa muscular esquelética declina com o avanco da idade em
humanos e ratos (PANNEREC et al., 2016; BROWN et al., 2003). Segundo PANNEREC et al.
(2016), a sarcopenia se traduz diretamente em deficits na locomogdo. Como nossos resultados da
relacdo peso do musculo soleo e peso corporal mostraram tendéncia a reducéo nos ratos velhos e

idosos, esse resultado sugere queda na massa muscular esquelética durante o envelhecimento.
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Assim, ndo se pode descartar a contribuicdo da sarcopenia nas respostas de ratos velhos e idosos
ao teste da barra estreita e ao teste da marcacéo das patas, pois 0 passo requer coordenacgao entre
0 tronco e os membros para mover o corpo para frente, enquanto mantendo o equilibrio dindmico
(MUSIENKO et al., 2012).

O IFI, outro pardmetro analisado no teste de marcacao das patas, também mudou com o
avanco da idade. Este indice constitui uma medida facil e indicativa da condi¢cdo do nervo
isquiatico em ratos, e é facilmente aplicavel a grandes populagbes (de MEDINACELI et al.,
1982). Segundo esses autores, os valores do IFI estdo na faixa de normalidade quando proximos a
zero para ratos jovens. Como os valores do IFI obtidos em ratos de 3, 6 e 18 meses foram
proximos a zero, esse resultado indica funcdo normal nesse nervo. Porém, o IFI foi reduzido em
ratos de 24 e 30 meses (-16 para ratos de 24 meses, e -19 para ratos de 30 meses). O IFI é
considerado um indice muito sensivel (de MEDINACELLI et al., 1982). Assim, as alteracdes no
valor do IFI em ratos velhos e idosos pode ser indicativo de lesdo nesse nervo. De fato, diversos
estudos mostraram alteracdes morfofuncionais em nervo com o avango da idade. Em nervo tibial
de ratos com idade de 24 meses se observou reducdo na area ocupada por axdnios mielinizados e
ndo-mielinizados, na densidade de fibras mielinizadas e no nimero de fibras mielinizadas com
morfologia similar a encontrada em ratos de 10 meses (KRAUSE NETO et al.,, 2017). Em
humanos, o envelhecimento esta associado a uma atrofia significante em fibras mielinizadas de
grande calibre no nervo isquiatico, o que ocorre paralelo a um aumento em fibras nervosas com
aspecto regenerado, por possuirem camada de mielina muito mais fina (UGRENOVIC et al.,
2016). Em um estudo longitudinal em nervo isquiatico de camundongo da linhagem C57BL/6J,
0s autores observaram um acumulo crescente em muitas proteinas relacionadas ao citoesqueleto e
funcbes proteoliticas nesse nervo, 0 que levou os autores a sugerirem prejuizo no transporte
axonal e disfuncdo em mecanismos de degradacdo durante o envelhecimento (KRISHNAN et al.,
2016). Segundo esses autores, a proporcao de axdnios com agregados elétron-densos duplicou em
camundongos com idades entre 17 e 27 meses. Assim, as alteracdes nos valores do IFI em ratos
de 24 e 30 meses possivelmente se relaciona a alteragdes morfofuncionais nesse nervo.

Os estudos mostram que o envelhecimento também provoca alterac@es progressivas em
parametros fisioldgicos, incluindo aumento de ROS no SNC. Em medula espinal, o avango da
idade aumentou a oxidacdo de proteinas (von LEDEN et al., 2017). No encéfalo, a

vulnerabilidade ao estresse oxidativo parece variar nas diferentes regides encefalicas (KRUK et
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al., 2019; STEFANATOS; SANZ, 2018; SOUZA et al., 2018). Outro sistema que modifica ao
longo do envelhecimento é o musculoesquelético (KRUK et al., 2019). Para facilitar o
entendimento do leitor, a seguir é discutido primeiramente os resultados referentes aos efeitos do
envelhecimento no tecido nervoso, abordando inicialmente os efeitos em medula espinal seguido
daqueles em encéfalo e em medidas radiograficas em fémur. Apoés, seré apresentada a discussao
referente ao efeito do exercicio fisico sobre os parametros avaliados no presente estudo.

O envelhecimento provocou aumento na SAG e nos valores de H,0,em medula espinal
lombossacral. Como o avango da idade aumentou a formagdo de ROS em medula espinal (von
LEDEN et al., 2017; YONUTAS et al., 2015), nossos resultados estdo de acordo com os dados da
literatura. Todavia, nosso estudo é o primeiro a mostrar que o aumento em ROS esta associado a
acréscimos na SAG e H;O, na medula espinal. Como aumento na formagdo de ROS pode
ultrapassar o nivel de tolerancia das células e levar a dano oxidativo, apoptose e necrose
(RADAK et al., 2013), é provavel que o aumento na SAG e H,0, durante o envelhecimento
contribuiu para as alteraces no passo e no equilibrio de ratos velhos e idosos. A medula espinal é
um conector e integrador vital, o qual transmite e processa informac6es sensoriais e motoras entre
0 encéfalo e a periferia, a fim de controlar uma variedade de processos fisiologicos
(PARKINSON et al., 2016), incluindo locomocao e equilibrio (MUSIENKO et al., 2012). Como
a SAG e os valores de H,O, estavam aumentados na medula espinal dos mesmos ratos que
apresentaram déficits no teste da barra estreita e variacdes em parametros do passo, nao se pode
descartar a possibilidade de relacdo entre os resultados. Porém, é impossivel nesse momento
estabelecer uma relacéo direta entre ROS e as respostas comportamentais avaliadas no presente
estudo. Em células, os efeitos das ROS podem ser benéficos ou maléficos (PATEL; SESTI,
2016). Assim, uma relacdo entre déficit comportamental e aumento na SAG e H,0O, em ratos
velhos e idosos é possivel, embora estudos mais detalhados sejam necessarios para o completo
entendimento desta relacéo.

Interessantemente, a SAG e os valores de H,O, foram similares no segmento
lombossacral da medula espinal de ratos com idades de 24 e 30 meses. Uma possivel explicacdo
para a similaridade pode ser alteragbes funcionais induzidas pela idade. Foi demonstrada
producéo elevada de H,0, em mitocondrias obtidas de encéfalo de ratos com 24 meses de idade
(PETROSILLO et al, 2013). Segundo esses autores, o conteldo de citocromo ¢ (complexo

enzimatico da cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial interna, a qual
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catalisa a transferéncia de elétron do citocromo c para o oxigénio molecular) permaneceu
constante em ratos de 24 meses, embora suas fungdes estivessem prejudicadas. Assim, é possivel
que a inexisténcia de mudangas significativas na SAG e H,0, pode estar relacionada a
manutengdo do conteldo da enzima citocromo c, paralelo ao déficit em sua funcionalidade em
ratos de 30 meses. Porém, é preciso também considerar que a elevacdo na SAG e H,0, nas idades
de 24 e 30 meses pode estar associada a alteracdes neuroquimicas relacionadas a idade. E sabido
que ha alteracbes em neurotransmissores no tecido nervoso de ratos envelhecidos, sendo a
medula espinhal mais prejudicada do que outras regides do SNC em ratos com idade de 30 meses
(VIRGILI et al., 2001). As ROS séo geradas nas células em condigdes oxidativas e ativam rotas
de sinalizagdo celular (WINTERBOURN, 2015).

Nosso estudo também analisou conteudo de tiois totais na medula espinal, por estes
constituirem principal sistema antioxidante no corpo e desempenharem papel significativo nas
defesas frente as ROS (PRAKASH et al., 2009). Os resultados mostraram que o contetdo de tiois
totais diminuiu gradativamente durante o envelhecimento, mas a reducdo foi muito mais
acentuada no tecido de ratos idosos. A queda em tidis totais com o avango da idade esta de
acordo com um estudo anterior realizado em ratos Wistar com idade de 24-26 meses (BALU et
al., 2005). Assim, nosso estudo ndo apenas reforca a reducdo em tidis totais com o avanco da
idade, mas adiciona novidade por mostrar pela primeira vez os valores de tidis totais na medula
espinal de ratos com idades de 18 e 30 meses. E sugerido que a queda em ti6is totais € um
indicador de reducdo na eficiéncia do mecanismo de S-tiolacdo, o que estabelece risco aumentado
de oxidacdo irreversivel de Grupos —SH de proteinas (BALU et al., 2005). Com base nessa
sugestdo, os resultados do presente estudo indicam que a oxidacgdo irreversivel de grupos —SH de
proteinas ocorre ao longo do envelhecimento, mas € maior na medula espinal de ratos velhos e
idosos. E sabido que a oxidacao de proteinas modifica aminoacidos e a agregacao e fragmentacio
de proteinas (BALU et al., 2005). Desta forma, pode-se sugerir que as alteracbes em proteinas
estdo elevadas em medula espinal de ratos idosos. Apesar de prematuro especular sobre a
contribuicdo das alteracdes em proteinas nas respostas comportamentais dos ratos velhos e
idosos, a relacéo entre o0s eventos parece possivel devido ao importante papel da medula espinal
na locomocéo e equilibrio, como foi previamente apresentado.

A diminuicdo no contetdo de tidis totais pode ter alguma relagdo com o H,0,. A

oxidacdo de tidis ocorre por um mecanismo envolvendo dois-elétrons, comumente com
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envolvimento de H,O, (WINTERBOURN, 2015). Segundo esse autor, o superoxido reage com
tiol, porém, essa reacdo é lenta, no minimo para moléculas pequenas, e a reacdo ndo é uma
transferéncia direta de elétrons, mas ela gera radical tiil, o qual regenera superéxido e forma
dissulfide como principal produto. Esta é uma reacdo em cadeia, mas a mesma € breve,
possivelmente pelo motivo do superdxido reagir com intermediarios e, assim, ndo é provavel uma
competicdo entre tidis e SOD (WINTERBOURN, 2015). De fato, a atividade da enzima SOD, a
qual converte anion superdxido em H,0O, (POLJSAK et al., 2013), aumentou na medula espinal
durante o envelhecimento.

Apesar de 0 avanco da idade reduzir tidis totais, a TAC aumentou na medula espinal de
ratos com idades de 6, 18, 24 e 30 meses. Os tidis parecem constituir o principal determinante da
TAC em homogeneizado de tecidos (BALCERCZYK et al., 2003). Porém, a TAC representa
componentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (SAHIN et al, 2014). Segundo
BALCERCZYK et al. (2003), a adaptacéo ao estresse oxidativo pode envolver mobilizacdo de
outros mecanismos do que aumento no contetdo de tidis. No presente estudo, a atividade da
enzima SOD aumentou na medula espinal durante o envelhecimento. Assim, pode-se pensar que
este acréscimo tenha alguma relacdo com o aumento da TAC. As provaveis alteracdes complexas
entre sistemas antioxidantes e pré-oxidantes pode estar contribuindo para a auséncia de variacoes
significativas nos valores de hidroperoxidos lipidicos na medula espinal com o avanco da idade.

No encéfalo, as variagdes em parametros de estresse oxidativo foram dependentes da
regido. Em tronco encefalico e cerebelo, os resultados do presente estudo mostraram acréscimo
pequeno nos valores de hidroperdxidos lipidicos em ratos com idade de 24 meses, mas 0 aumento
foi significativo aos 30 meses. O aumento na oxidacdo de lipideos em regiGes encefalicas
distintas parece ser evento comum durante o envelhecimento. Os valores de perdxidos lipidicos e
hidroperdxidos lipidicos aumentaram gradativamente em tronco encefalico e cerebelo de ratos
machos albinos de 6, 13, 19 e 24 meses comparado a 3 meses (GUPTA et al., 1991). Nossos
resultados ndo apenas reforcam o aumento em tronco encefalico e cerebelo de ratos velhos, mas
mostram pela primeira vez que o acréscimo é maior em ratos de 30 meses. A falta de alteracdes
significativas aos 6, 18 e 24 meses pode se relacionar a bioenergética mitocondrial. Fatores como
genética, protedmica e ambiente parecem influenciar a variagcGes na bioenergética mitocondrial
induzidas pelo envelhecimento (PANDYA et al., 2016).
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Porém, diferente do que foi relatado por GUPTA et al. (1991), o presente estudo ndo
encontrou alteragdes significativas no conteddo de hidroperdxidos lipidicos em cortex cerebral de
ratos velhos e idosos. Uma explicacdo plausivel pode ser o uso de todo o telencéfalo no estudo de
GUPTA et al. (1991), enquanto o presente estudo usou apenas cortices cerebrais. Todavia, 0
contetdo de perdxidos lipidicos aumentou significativamente em cértex cerebral de ratos Wistar
de 24 meses comparado a 3 meses (Souza et al., 2018), e em cortices frontal e temporal de ratos
de 18 meses comparado a 10 meses (MIZUNO; OHTA, 1986). Nesses estudos, a determinacao
de peréxidos lipidicos foi feita pelo uso de técnica diferente da usada no presente estudo. Ainda,
nosso estudo ndo avaliou hidroperdxidos lipidicos em regiBes corticais especificas.
Possivelmente estas sejam a causa da diferenca entre nossos resultados e aqueles da literatura.

Nas areas encefalicas avaliadas no presente estudo, o contetudo de tiois totais reduziu
significativamente em ratos velhos e idosos. Essa queda em tiois totais em regides encefalicas,
durante o envelhecimento, esta de acordo com dados da literatura (MOYSE et al., 2019; SOUZA
et al., 2018). A novidade do presente estudo é a demonstracdo de que a reducéo € similar em ratos
com idades de 24 e 30 meses. Considerando que o contetdo de tois totais também reduziu em
medula espinal lombossacral de ratos velhos e idosos, a queda em tidis totais parece ser evento
comum no SNC de ratos envelhecidos. Como a queda em tidis totais se relaciona com diminuicao
no mecanismo de S-tiolacdo, como apresentado previamente, pode-se sugerir que este mecanismo
esta reduzido no SNC de ratos Wistar velhos e idosos.

Interessantemente, a TAC aumentou apenas em tronco encefalico de ratos mais velhos.
Foi demonstrado que a TAC reduziu em coOrtex cerebral, cerebelo e tronco encefélico de ratas
Wistar de 24 meses comparado a 3 meses (BRAIDY et al., 2014). No momento, ndo é possivel
explicar essa diferenca, mas pode-se sugerir que a alteracdo na TAC induzida pelo
envelhecimento depende do sexo na linhagem Wistar. Essa sugestdo parece plausivel porque
diferencas sexuais foram observadas em valores de éxido nitrico e defesas antioxidantes em
regibes encefalicas de rato (TASKIRAN et al., 1997). Considerando o aumento na TAC em
tronco encefalico e medula espinal, pode-se sugerir que a alteracdo nesse parametro difere nessas
regibes quando as mesmas sdo comparadas as mais superiores do neuroeixo. Porém, estudos mais
detalhados sdo necessarios para esclarecer essa sugestdo. Contudo, a atividade da SOD néo
variou significativamente nas regides encefalicas durante o envelhecimento. Assim, diferente da

medula espinal, outros sistemas antioxidantes que ndo a atividade da SOD poderia ter sua
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atividade aumentada ao longo do envelhecimento, e essa maior atividade contribuir para o
acréscimo na TAC. Porém, ndo foram avaliados outros sistemas antioxidantes no presente estudo.
Estudos futuros deste grupo de pesquisa abordardo essa questao.

A falta de alterac6es significativas na atividade da SOD durante o envelhecimento foi
também observada em outros estudos com encéfalo de ratos de até 24 meses (MOYSE et al.,
2019; SOUZA et al., 2018), o que torna novidade os dados de ratos com idade de 30 meses. A
similaridade entre nossos dados e aqueles da literatura reforcam nossos resultados. Considerando
a funcdo da SOD, a manutencdo de sua atividade indica que a conversdo de anion superoxido em
H.O, se mantém inalterada durante o envelhecimento. Porém, enquanto a atividade da SOD
aumentou significativamente em medula espinal lombossacral de ratos velhos, 0 mesmo ndo
ocorreu nas regides encefalicas. Assim, a medula espinal parece exibir alteracfes na atividade da
SOD que difere daquela do encéfalo durante o envelhecimento. E possivel que esta diferenca se
relacione com funcdo mitocondrial nesses tecidos. Segundo YONUTAS et al. (2015), a
mitocéndria da medula espinal produz mais ROS e provoca mais dano oxidativo do que aquela
no encéfalo, para qualquer idade do animal. Ademais, as alteracdes na funcdo mitocondrial
parecem ser dependentes da idade e da regido encefalica (PANDYA et al., 2016).

Paralelo as alteragdes em parametros oxidativos, o presente estudo analisou o efeito do
envelhecimento sobre medidas radiograficas no fémur. O aumento no comprimento e largura
desse 0sso durante o envelhecimento estd de acordo com dados da literatura (IIDA; FUKUDA,
2002). Nesse estudo, os autores observaram que a densidade mineral total do fémur aumentou até
24 meses, seguido por pequeno decréscimo aos 30 meses, e essas alteracbes ocorreram
paralelamente as mudancas no peso corporal. Como nosso estudo observou que o0 peso corporal
de ratos Wistar aumentou até 24 meses, seguido por pequena queda aos 30 meses, € provavel que
as alteracdes no comprimento e largura do fémur se relacionem as mudancas no peso corporal
dos ratos.

As alteracdes que ocorreram na cortical estdo de acordo com dados da literatura onde
foram usados outros métodos na avaliacdo (IIDA; FUKUDA, 2002; CUNNINGHAM et al.,
2018). A auséncia de mudancas significativas na largura da medular sugere que o envelhecimento
ndo induziu expansdo nessa regido do fémur. Recentemente se observou que a medular ndo
alterou significativamente em fémur de camundongos de 10 e 16 meses de idade (BLANTON,

2018). Assim, pode-se pensar que a falta de expansdo da medular em fémur € caracteristica da
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ordem Rodentia. Como a area de seccéo transversal da medular foi significativamente maior em
homens velhos do que jovens, e essa alteracdo pareceu indicar reabsorcdo endosteal (ALLEN et
al., 2012), pode-se sugerir que essa alteracdo ndo ocorreu em fémur de ratos velhos. Segundo lida
and Fukuda (2002), enquanto a area cortical diminuiu, a trabecular aumentou com o avanco da
idade, e isto poderia ocorrer devido a predominancia de formagdo periosteal em vez de
reabsorcdo endosteal devido ao padrdo de remodelacdo em ratos, o que indicaria afinamento na
espessura da cortical ao longo do envelhecimento. De fato, a radioluscéncia e o remodelamento
no colo do fémur aumentou em ratos velhos e idosos, o que poderia estar indicando reducdo na
massa Ossea. De acordo com LOPEZ-LOPEZ (2015), a densidade mineral Ossea estd
marginalmente associada a uma maior frequéncia de lesGes periapicais radioluscentes. A
ocorréncia de esclerose na cortical e medular pode estar indicando presenca de processos
inflamatdrios induzidos pelo envelhecimento. Foi demonstrado que a producdo de TNF-a e
interleucina-6, citocinas pro-inflamatorias, estava aumentada em células mesenquimais do
estroma de medula ¢ssea de ratos velhos comparada a de animais jovens (FENGER et al., 1993).
Considerando todos os dados radiograficos, pode-se sugerir que a radiografia permitiu inferir as
alteracdes caracteristicas em fémur induzidas pelo envelhecimento. E possivel que a auséncia de
ostedfito em fémur de ratos de 30 meses se relacione ao pequeno nimero de animais. Estudos
futuros com maior nimero de ratos com idade de 30 meses poderdo esclarecer essa questéo.

O presente estudo demonstrou ainda o efeito do exercicio regular de baixa intensidade
iniciado em fase tardia da vida sobre parametros metabdlitos, comportamentais, oxidativos e
radiograficos em ratos adultos, de meia-idade e velhos, uma vez que a atividade fisica regular
constitui estratégia benéfica aos efeitos do envelhecimento e ainda ha questbes em aberto sobre
intensidade e/ou frequéncia mais indicada para obtencdo do beneficio (FALCK et al., 2019;
PARTADIREDJA et al., 2019; de SOUZA et al., 2018).

Os resultados mostraram que o programa de exercicio usado no presente estudo nédo
modificou significativamente o ganho de peso corporal durante o envelhecimento, assim como os
valores plasmaticos de glicose e triglicerideos, o que esta de acordo com dados da literatura
(FENGER et al., 1993). O programa de exercicio também ndo foi capaz de reduzir o valor de
colesterol total e HDL colesterol, e prevenir a reducéo na relagdo peso do musculo soleo e peso
corporal, usado como indicador de perda da massa muscular esquelética. Foi demonstrado que

ratos submetidos ao exercicio de baixa intensidade por 12 semanas tiveram reducéo no colesterol
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total (SINGULANI et al., 2017). O treinamento continuo de intensidade moderada foi capaz de
prevenir a queda no peso relativo do musculo s6leo em ratas da linhagem Sprague Dawley com
idade de 18 meses (FENGER et al., 1993). O exercicio de baixa intensidade (10 sessbes de
natacdo, realizado 5 vezes/semana, com duracdo de 45 minutos) preveniu o declinio induzido
pelo envelhecimento na massa muscular (BROWN et al., 2003). Como a diferenca entre nossos
resultados e aqueles da literatura foi o tipo de programa de exercicio e a frequéncia e/ou
intensidade do exercicio, é provavel que esses fatores sejam a causa das diferencas nos resultados
de colesterol e sarcopenia, como mostrado para exercicio de intensidade moderada e alta. Foi
demonstrado que o exercicio de alta e moderada intensidade provocam respostas diferentes em
individuos (CHALIMONIUK et al., 2015). Porém, estudos futuros com ratos de diferentes idades
submetidos a exercicio de intensidade e frequéncia diferentes sdo necessarios para esclarecer
nossa sugestao.

Interessantemente, o exercicio fisico regular de baixa intensidade ndo provocou
alteracdes significativas nos parametros do passo avaliados, mas melhorou significativamente o
desempenho de ratos velhos no teste da barra estreita. Este teste avalia o equilibrio simples
(estatico) no animal (ROND-REIG et al., 1997). E sabido que o caminhar requer uma complexa
ativacdo de unidades motoras, a qual é coordenada por retroalimentacdo sensorial integrada em
areas corticais (FENG; YUAN, 2015). Nesse contexto, os resultados do presente estudo
indicaram que o exercicio de baixa intensidade, realizado por 12 semanas, melhora o equilibrio
estatico, mas ndo a coordenacdo motora complexa envolvida no passo. Como as caracteristicas do
caminhar dependem do status postural a cada passo, com ou sem perturbacdes (GARCIA-MESA
et al.,, 2016; MUSIENKO et al., 2012), ndo se pode descartar a contribuicdo da melhora no
equilibrio sobre parametros do passo. E possivel que a falta de significancia nos resultados
relativos ao passo seja decorrente da necessidade de uma maior frequéncia e/ou intensidade do
exercicio. Em ratos submetidos a natacédo (10 sessdes, realizadas 5 vezes/semana, com duracdo de
45 minutos cada sessdo), onde diferentes obstaculos tinham que ser vencidos durante os testes, se
observou melhora nos comprimentos do passo e da passada, e na largura do passo, em ratos
velhos (BROWN et al., 2003). E possivel que alteragdes no programa de exercicio de baixa
intensidade também provoquem mudancas no IFI. Desta forma, o efeito de diferentes frequéncia

e intensidade de exercicio de baixa intensidade sobre parametros do passo deverdo ser
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futuramente avaliadas para estabelecer a condicdo mais adequada para induzir alteracOes
benéficas no passo.

A duracdo e/ou intensidade de exercicio provavelmente também sejam fatores
importantes para a auséncia de alteragOes significativas nos parametros oxidativos em medula
espinal. Recentemente foi demonstrado que a realizacdo de exercicio moderado em esteira por
periodo prolongado (com 50% da capacidade maxima, realizado por 40 minutos/dia, 5
vezes/semana, durante 10 semanas) reduziu significativamente os valores de H,O, em medula
espinal de ratos velhos da linhagem Lewis (MELO et al., 2019).

Diferentemente da medula espinal, o exercicio aumentou os valores de hidroper6xidos
lipidicos em tronco encefalico de ratos jovens e de meia-idade. Porém, ele reduziu esse parametro
em tronco encefalico aos 24 meses, sem alteracdes significativas em cerebelo e cortex cerebral
em qualquer idade. Segundo JOLITHA et al. (2006), as diferencas na peroxidacao de lipideos em
distintas regides encefalicas poderia ser atribuida ao diferente consumo de oxigénio. Uma meta-
analise recente mostrou que enquanto 62% das pesquisas avaliadas ndo relataram acréscimo na
lipoperoxidacéo de lipideos em cértex cerebral, tronco encefalico e cerebelo apds a realizagédo de
exercicio moderado, 15% do total dos estudos considerados na meta-anélise encontraram
aumento nesse parametro em regides encefalicas (de SOUZA et al., 2018). Como os autores
comentaram que as diferencas pareciam relacionar-se a intensidade e/ou frequéncia do exercicio,
esta pode ser também a causa das diferencas entre nossos resultados e aqueles da literatura.

As diferencas em intensidade e/ou frequéncia do exercicio também pode ser a causa de
divergéncias nos resultados dos parametros antioxidantes nas regides encefalicas. Segundo de
SOUZA et al. (2018), os protocolos de exercicio em ratos com duracdo de 20 a 30 minutos, por
um periodo de até 8 semanas, ndo provocaram alteracdes no equilibrio enzimatico antioxidante,
mas exercicios aerébicos por tempo maior induziram aumento nas atividades das enzimas
catalase e SOD. Contudo, o presente estudo revelou queda na atividade da SOD em cerebelo de
ratos com idades de 6 e 18 meses, mas aumento dessa atividade aos 18 meses em cdrtex cerebral.
Foi demonstrado que o treinamento de endurance de intensidade moderada aumentou
significativamente a atividade de antioxidantes, como a enzima SOD, principalmente em
neocortex, mas acréscimos menores foram encontrados em cerebelo e estriado em ratos Wistar
adolescentes (CHALIMONIUK et al., 2015). Assim, ndo se pode descartar a possibilidade de que
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as diferencas entre nossos resultados e o0s da literatura se devem ao programa de exercicio usado
no presente estudo.

A diferenga na intensidade e/ou frequéncia do exercicio pode também ser a causa da
falta de recuperacdo do conteddo de tidis totais nas diferentes regies encefalicas. Em ratos
adolescentes, o treinamento de endurance aumentou o conteldo de glutationa total em cortex
cerebral, cerebelo e mesencéfalo (CHALIMONIUK et al., 2015). Porém, o exercicio em esteira
por 7,5 semanas ndo alterou significativamente os valores de glutationa em cértex cerebral,
tronco encefalico e estriado de ratos jovens (SOMANI et al., 1995). Interessantemente, nosso
estudo mostrou queda significante no contetdo de tiois totais em tronco encefalico de ratos de 6
meses que realizaram o exercicio de baixa intensidade. Este resultado pode se relacionar a
mecanismos diferentes estimulados pelo exercicio nessa idade. Foi sugerido que o estresse
oxidativo € capaz de promover alteracbes em diferentes vias dependendo ndo apenas da
quantidade de ROS e espécies reativas de nitrogénio, mas do tipo da espécie reativa e de seus
efeitos posteriores a sua formacao (KRUK et al., 2019).

O exercicio foi capaz também de induzir melhora em medidas radiograficas no fémur.
Apos sua realizacdo, se observou diminuicdo na radioluscéncia e auséncia de esclerose na
medular. Considerando a discussdo anteriormente apresentada sobre estas medidas em fémur, os
resultados seguem na direcdo de um efeito benéfico do exercicio sobre a perda de massa 0ssea
induzida pelo envelhecimento. Recentemente se mostrou que exercicio (corrida em esteira por 40
minutos/dia, 3 vezes/semana, durante 8 semanas) induz alteraces que vao na direcdo de reverter
os efeitos do envelhecimento em medula 6ssea de camundongos machos velhos (BAKER et al.,
2018). Em ratas Wistar velhas, o treinamento de forca foi capaz de desencadear respostas
fisiologicas que resultaram em alteraces no microambiente 6sseo, de modo a proporcionar
beneficios a parametros biomecanicos nesse tecido (SINGULANI et al., 2017). Todavia, um
estudo recente mostrou que o exercicio de intensidade moderada, mas ndo o de baixa intensidade,
realizado 4 vezes/semana durante 4 semanas, retornou o nimero de osteoclastos de volta a
normalidade, o qual tinha sido alterado pelo envelhecimento induzido por d-galactose
(PARTADIREDJA et al., 2019). Porém, como no presente estudo se encontrou reducdo na
radioluscéncia no femur de ratos velhos que realizaram exercicio, é possivel que o tempo maior
de exercicio esteja indo na direcdo de menor ressor¢ao 6ssea. Mais estudos sdo necessarios para

esclarecer essa questéo.



95

Considerando os resultados obtidos por nos até o momento, pode-se sugerir que as
alteracBes induzidas pelo exercicio regular de baixa intensidade nos pardmetros oxidativos no
SNC e nas medidas radiograficas do fémur estdo contribuindo para a melhora no equilibrio de
ratos velhos. Essa relacdo é plausivel uma vez que as determinacGes foram feitas usando o
mesmo animal. Outro apoio é a sugestdo de que o exercicio induz melhora pequena no equilibrio
e flexibilidade, mas promove beneficios moderados a grandes na capacidade de forca e
funcionalidade do corpo, esses ultimos com papel importante na manutencdo de uma
independéncia em humanos velhos e idosos (FALCK et al., 2019). Todavia, é preciso considerar
que nosso estudo teve uma forte limitacdo: o pequeno nimero de ratos por grupo. Essa limitacao
enfraqueceu comparagdes entre 0s grupos e, assim, poderia ter induzido resultados falso
negativos. Um apoio a essa sugestdo foi a comparacao estatistica que, na maior parte das vezes,
resultou em resultados limitrofes na dire¢do de significancia entre as comparagdes. 1sso pode ser
visualizado em uma observacdo detalhada das figuras. Assim, ndo é possivel afirmar que o
exercicio regular de baixa intensidade ndo modifica parametros do passo e oxidativos em medula
espinal, e que ele é incapaz de prevenir a perda de atividade de antioxidantes no SNC, as quais
foram induzidas pelo envelhecimento. Essa questdo precisa ser avaliada em um niimero maior de
ratos. Também necessita ser feito comparagdes entre as respostas dos parametros aqui abordados
em condicdes de exercicio de baixa intensidade com diferentes frequéncia e intensidade. Deve ser
também feito estudos dos parametros comportamentais, oxidativos e radiograficos em situacdo de
exercicio de moderada e alta intensidade, a fim de comparacdo com os de baixa intensidade. A
realizacdo dessas comparacfes poderd estabelecer a intensidade de exercicio necessaria para
prevenir alteracdes induzidas pelo envelhecimento. Porém, apesar de limitacfes, nossos dados em
conjunto (para revisdo ver Figura 8) reforcam o beneficio do exercicio de baixa intensidade sobre
0 equilibrio e segue na direcdo de efeito benéfico desse tipo de exercicio sobre passo,
funcionalidade do nervo isquiatico, parametros oxidativos no SNC, e perda de massa 0ssea e
muscular. Assim, os dados do presente estudo se somam aqueles da literatura que mostram que

exercicio fisico € uma das melhores estratégicas para um envelhecimento saudavel.
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O envelhecimento provocos piot desempenho no teste da batra estreita, awmentow os
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Figura 8: Esquema mostrando breve resumo dos resultados do presente trabalho referentes aos pardmetros do passo e
equilibrio, biomarcadores oxidativos no sistema nervoso central, e alteraces no osso fémur de ratos sedentarios e
exercitados. Foram omitidos os dados dos efeitos do envelhecimento e do exercicio de baixa intensidade em esteira
sobre peso corporal, valores plasméticos de glicose, triglicerideos, colesterol total e HDL colesterol, relacdo entre
peso do musculo séleo e peso corporal, e medidas radiograficas no fémur. HL: hidroperdxidos lipidicos; TAC:
capacidade antioxidante total; SOD: superdxido dismutase (Elaborado pela autora).
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7- CONCLUSAO

Este trabalho avaliou os efeitos do envelhecimento e do exercicio fisico regular de baixa
intensidade em esteira sobre: 1) parametros da marcha e equilibrio; 2) alteracdes de massa
muscular esquelética e aspecto radiografico do osso fémur; e 3) biomarcadores oxidativos em
medula espinhal, tronco encefalico, cerebelo e cdrtex cerebral em ratos Wistar machos.

Os resultados em ratos sedentarios mostraram que o envelhecimento:

- Aumentou os comprimentos da passada e do passo até os 24 meses, seguido de pequena
reducdo aos 30 meses; aumento gradativo na largura do passo, com largura maior na idade de 30
meses.

- Determinou indice funcional do isquiatico com valores na faixa de normalidade até 18 meses;
aos 24 e 30 meses houve reducéo nesse indice, um indicativo de perda de funcionalidade nesse
nervo, nessas idades.

- Aumentou o numero de deslizes das patas traseiras durante a travessia na barra estreita, bem
como o tempo gasto nesse trajeto, todos indicativos de perda de equilibrio corporal.

- Provocou diminuicdo na massa muscular esquelética, e essa mudanca correlacionou
negativamente com o peso corporal.

- Aumentou a geracao de anion superoxido e a formacao de peroxido de hidrogénio em medula
espinal lombossacral, paralelamente a uma reducdo nos tiois totais, aumentos na capacidade
antioxidante total e atividade da enzima superoxido dismutase, sem qualquer alteracédo
significativa em hidroperéxidos lipidicos nesse tecido.

- Aumentou hidroperéxidos lipidicos no tronco encefalico e cerebelo aos 30 meses, mas nao
mudou significativamente esse parametro em cértex cerebral; reduziu tidis totais em tronco
encefalico, cerebelo e cortex cerebral; aumentou a capacidade antioxidante total apenas em
tronco encefalico aos 24 e 30 meses; e ndo alterou a atividade da enzima superoxido dismutase
nessas regides encefalicas.

- Aumentou o comprimento e a largura do osso fémur; aumentou a espessura na cortical, em suas
regides lateral, medial e total (medial+lateral), sem alterar significativamente a largura da

cavidade medular desse 0sso; ainda no fémur: ocorreu esclerose na cavidade medular e cortical;
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aumento na radioluscéncia; radiopacidade ndo uniforme; deformidade dssea; remodelamento em
pescoco femoral; e presenca de ostedfitos.

- Aumentou peso corporal até os 24 meses, seguido de pequeno decréscimo até os 30 meses; em
plasma: aumentou o colesterol total e HDL colesterol, reduziu a glicemia, sem mudar
significativamente os triglicerideos, todas alteracbes comumente encontradas durante o
envelhecimento em ratos sedentarios.

O exercicio regular de baixa intensidade, realizado 3 vezes/semana, durante 12 semanas:
- Reduziu o namero de deslizes e 0 tempo gasto na travessia da barra estreita, indicadores de
melhora no equilibrio corporal.

- Reduziu a ocorréncia de esclerose em cavidade medular e diminuiu a radioluscéncia no fémur,
modificacdes essas sugestivas de prevencao de perda Ossea.

- Néo alterou significativamente os parametros do passo, a perda de massa muscular esquelética e
as alteracdes nos parametros oxidativos em medula espinal.

- Aumentou hidroperoxidos lipidicos em tronco encefalico aos 6 e 18 meses, com reducdo desse
parametro nessa regido aos 24 meses; reduziu tidis totais em tronco encefalico aos 6 meses;
diminuiu a capacidade antioxidante total em cdrtex cerebral aos 24 meses; e reduziu a atividade
da enzima superoxido dismutase em cerebelo aos 6 e 18 meses, mas aumentou essa atividade em
cortex cerebral aos 18 meses.

Em conjunto, os resultados seguiram na direcdo de efeito benéfico do exercicio de baixa
intensidade durante o envelhecimento, apesar de o estudo possuir limitages (nUmero pequeno de
ratos por grupo). Embora estudos complementares sejam necessarios para melhor entendimento
da relacdo entre exercicio regular de baixa intensidade e variacdes em fungdo locomotora e
metabolismo oxidativo no SNC, os resultados do presente estudo reforcam o uso do exercicio de

baixa intensidade como estratégia para envelhecimento com qualidade de vida.
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8- PERSPECTIVAS

Como perspectivas, propde-se preparar grupos experimentais de ratos nas idades de 3
meses e 30 meses, sedentérios e treinados, para morte por perfusdo intracardiaca e posterior
coleta do SNC para avaliacdo por técnicas histoldgicas. Destaca-se que 0s grupos de ratos nas
idades de 6, 18 e 24 meses para esse estudo foram previamente preparados, € 0 SNC coletados.

Propde-se ainda avaliar o padrdo de distribuicdo da imunorreatividade ao receptor
rianodina no SNC de ratos Wistar, machos, nas idades de 3, 6, 18, 24 e 30 meses, sedentérios e
treinados, avaliando especialmente o segmento lombossacral da medula espinal e as regides do
complexo nuclear vestibular, cerebelo e cortices cerebrais. O motivo desse estudo é que 0s
receptores rianodina, proteinas transmembranais, atuam como canais de calcio intracelulares em
aves (OUYANGET al., 1993), camundongos, coelhos e humanos jovens e adultos (ABU-OMAR
et al., 2018).

Como os receptores rianodina tem sua atividade modulada por proteina transmembrana
denominada presenilina, tipos 1 e 2, e oxido nitrico sintase (NOS, do inglés nitric oxide synthase)
do tipo neuronal (ABU-OMAR et al., 2018), pretende-se determinar o padrdo de distribuicédo da
imunorreatividade a proteina presenilina, tipo 1 e 2, e da reatividade a NADPH-diaforase, que é
um marcador de atividade da NOS, nas mesmas regides do SNC. Apos, pretende-se determinar,
por densitometria Optica, a intensidade das reacGes de imunoistoquimica e histoquimica.
Posteriormente, sera calculada a correlacdo entre os valores quantitativos obtidos por
densitometria e os dos testes de equilibrio e do passo, tanto para ratos sedentarios como
treinados.

Sugere-se ainda avaliar, por técnica histoldgica de Hematoxilina e Eosina, o aspecto das
camadas da glandula suprarrenal, a fim de inferir situacdo de estresse aos ratos. Propde-se ainda
avaliar parametros metabdlitos e histoldgicos nos tecidos de gordura branca e marrom, e
parametros oxidativos em figado, coracdo e rim, todas essas avalia¢gbes com o intuito de mostrar
que os ratos do presente estudo envelheceram exibindo processos comumente encontrados

durante o envelhecimento.
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