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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese teve como objetivo geral avaliar os efeitos do envelhecimento e do 

exercício físico regular, de baixa intensidade, em esteira, sobre: 1) equilíbrio e parâmetros da 

marcha; e 2) biomarcadores oxidativos em medula espinal, tronco encefálico, cerebelo e 

córtex cerebral em ratos Wistar machos.  

A tese está estruturada em nove capítulos, onde inicialmente se apresenta a 

introdução ao tema, que está organizada em quatro subitens de revisão bibliográfica, que 

abordam os achados relativos ao tema, provenientes da literatura científica atual. Em seguida, 

é apresentada a hipótese, seguida do objetivo do estudo, que está dividido em dois subitens, o 

primeiro mostrando o objetivo geral da tese e o segundo, os objetivos específicos. O quarto 

capítulo contém os materiais e métodos, onde está descrito em detalhes todos os 

procedimentos realizados ao longo do estudo. No capítulo cinco estão apresentados os 

resultados na forma de um artigo científico e um manuscrito, os quais mostram os materiais e 

métodos utilizados e os resultados obtidos em cada um dos estudos. 

 O artigo apresenta os efeitos da idade e do exercício regular de baixa intensidade 

sobre parâmetros do passo e equilíbrio, e biomarcadores oxidativos em medula espinal de 

ratos Wistar. Nesse artigo são apresentados ainda os efeitos da idade e do exercício sobre 

alterações no peso corporal e valores plasmáticos de glicose, triglicerídeos, colesterol total e 

HDL colesterol. O artigo também apresenta o efeito da idade e do exercício de baixa 

intensidade sobre a relação entre peso do músculo sóleo e peso corporal, usado como 

indicador de perda de massa muscular esquelética, e correlação entre essa relação e a variação 

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 exercício regular de baixa intensidade 

sobre valores de tióis totais, capacidade antioxidante total, atividade da enzima superóxido 

dismutase e hidroperóxidos lipídicos em regiões encefálicas como córtex cerebral, cerebelo e 

tronco encefálico. O artigo apresenta ainda os efeitos da idade e do exercício sobre medidas 

radiográficas feitas no osso fêmur. Este artigo está submetido à avaliação na revista Brazilian 

Journal of Medical and Biological Research. 

O capítulo seis compreende a discussão, onde os principais resultados dos dois 

artigos científicos são discutidos em conjunto, amparados por achados da literatura. No 
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sétimo capítulo são apresentadas as conclusões possíveis até o momento deste trabalho de 

doutorado. No capítulo seguinte estão as perspectivas de futuros estudos sobre o tema da tese. 

No último capítulo encontram-se as referências bibliográficas dos textos científicos 

consultados apenas para a redação dos capítulos Introdução, Material e Métodos e Discussão. 

As referências bibliográficas dos artigos científicos são apresentadas ao final de cada artigo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII 
 

 

RESUMO 

 

É sabido que o avanço da idade aumenta a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

diminui antioxidantes no sistema nervoso central (SNC). São desconhecidas essas alterações 

no SNC de ratos Wistar com idades intermediárias e muito avançadas. Uma estratégia 

benéfica para envelhecimento com qualidade de vida é o exercício físico. Porém, se 

desconhece os efeitos do exercício de baixa intensidade sobre ROS no SNC. Este trabalho 

avaliou os efeitos do envelhecimento e do exercício físico regular de baixa intensidade em 

esteira sobre: equilíbrio e passo, biomarcadores oxidativos em medula espinal, tronco 

encefálico, cerebelo e córtex cerebral, e perda de massa muscular esquelética e aspecto 

radiográfico do osso fêmur, 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 

músculo sóleo/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 índice funcional do nervo isquiático (IFI), e aumentou 

o número de deslizes e o tempo gasto para atravessar a barra estreita, teste que avalia o 

equilíbrio. Na medula espinal, a geração de ânion superóxido, peróxido de hidrogênio, 

capacidade antioxidante total (TAC), e atividade da enzima antioxidante superóxido 

dismutase (SOD) aumentaram, enquanto o conteúdo de tióis totais reduziu e os 

hidroperóxidos lipídicos permaneceram inalterados. No encéfalo se observou: aumento nos 

hidroperóxidos lipídicos em tronco encefálico e cerebelo aos 30 meses; aumento na TAC no 

tronco encefálico aos 24 e 30 meses; redução no conteúdo de tióis totais em tronco encefálico, 

cerebelo e córtex cerebral; sem mudanças na SOD. No fêmur, o envelhecimento aumentou o 

comprimento e a largura, a espessura da cortical, promoveu esclerose na cortical e medular, 

aumentou a radioluscência, radiopacidade e remodelamento de pescoço femoral, deformidade 

óssea, e osteófito. O exercício não mudou peso corporal, indicador de perda de massa 

muscular esquelética, comprimentos da passada e do passo, largura do passo, IFI, e 

parâmetros oxidativos em medula espinal. Porém, o exercício reduziu o número de deslizes e 

o tempo gasto na travessia da barra estreita, aumentou hidroperóxidos lipídicos em tronco 

encefálico aos 6 e 18 meses e diminuiu aos 24 meses, reduziu o conteúdo de tióis totais no 

tronco encefálico aos 6 meses, a TAC em córtex cerebral aos 24 meses, e a atividade da SOD 

em cerebelo aos 6 e 18 meses. O exercício ainda reduziu a radioluscência e a esclerose na 

cavidade medular. Apesar de o estudo ter limitações (número pequeno de ratos por grupo), os 

resultados em conjunto seguem na direção de efeito benéfico do exercício de baixa 

intensidade durante o envelhecimento. Nesse contexto, os resultados do presente estudo 

reforçam o uso desse tipo de exercício como estratégia para envelhecimento com qualidade de 

vida.  

 

Palavras-chave: Envelhecimento. Sarcopenia. Raio-X do fêmur. Espécies reativas de 

oxigênio. Quedas em idosos. Alterações no passo. 
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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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Envelhecimento 

 

A população mundial está se tornando envelhecida dada às mudanças que estão ocorrendo 

em todo o mundo, como diminuição nas taxas de fertilidade e aumento na expectativa de vida 

(VALERA et al., 2019; SHWE, 2018; KRATZ et al, 2018; KALACHE, 2008). Uma 

classificação 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-JOSÉ et al. (2008), a Organização Mundial da Saúde classifica o 

envelhecimento em quatro estágios: meia-idade, 45 a 59 anos; idoso, 60 a 74 anos; ancião, 75 

a 90 anos; e velhice extrema, 90 anos em diante.  

  As estimativas de crescimento da população mundial projetam o número de pessoas com 

idade acima de 60 anos em cerca de dois bilhões por volta de 2050 (QI et al., 2019; 

NEUMANN; ALBERT, 2018; VÁZQUEZ et al.,2018). Segundo NEUMANN; ALBERT 

(2018), os indivíduos com mais de 60 anos de idade representará 22% da população mundial, 

e 80% desta população estará vivendo em países em desenvolvimento. No Brasil, um país em 

desenvolvimento, se estima 64 milhões o número 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 Estatística), a proporção de 

brasileiros com idade acima de 65 anos passará de 9,5% para 25,5% até o ano de 2060. O 

IBGE estima ainda que no estado do Rio Grande do Sul a proporção de indivíduos com idade 

acima de 65 anos passará de 12,7% para 29% até 2060.     

Em países desenvolvidos, o envelhecimento ocorre de forma gradual, acompanhando o 

crescimento econômico e social do país. Porém, em países em desenvolvimento, o 

envelhecimento da população está se dando antes mesmo da implantação de políticas sociais 

efetivas para redução de disparidades sociais, embora iniciativas já estejam em andamento 

nesses locais (NEUMANN; ALBERT, 2018). No Brasil, um grande avanço foi a criação do 

Estatuto do Idoso (LEI N
o
 10.741, DE 1º DE OUTUBRO DE 2003), destinado a regular os 
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direitos assegurados às pessoas com idade igual ou superior a 60 anos. Dentre as conquistas 

mais recentes está o plano “Estratégia Brasil Amigo da Pessoa Idosa”, criado em 03 (três) de 

abril de 2018. Esse plano propõe uma busca para alcançar o envelhecimento ativo, saudável, 

cidadão e sustentável para todos os brasileiros (site Nações Unidas – Brasil).  

Considerando as taxas de projeções elevadas para a população velha e idosa, torna-se 

importante conhecer os mecanismos envolvidos no processo de envelhecimento, pois isso 

fornecerá subsídios para implantação de políticas mais efetivas para envelhecimento saudável.  

As pesquisas mostraram até o presente momento que envelhecimento é um processo 

dinâmico e progressivo, no qual ocorrem modificações morfológicas, funcionais e 

psicológicas que determinam a progressiva perda da capacidade de adaptação do indivíduo ao 

meio ambiente, ocasionando maior vulnerabilidade e incidência de processos patológicos 

(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 alterações iniciam precocemente e vão evoluindo de forma lenta e 

gradual, não ocorrendo necessariamente em paralelo com o avanço da idade cronológica, e 

apresenta variação individual. ESQUENAZI et al. (2014) relatou que o envelhecimento inicia 

na concepção e constitui um processo natural de diminuição progressiva da funcionalidade dos 

indivíduos. O processo é acompanhado por modificações 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 músculos esqueléticos ocorre 

perda de sua massa, processo chamado sarcopenia, caracterizado por queda no número e 

tamanho de fibras musculares (MORLEY et al, 2011; HIDA et al, 2014; PANNÉREC et al., 

2016). O avanço da idade também provocou declínio no sistema musculoesquelético, o qual 

compreende ossos, tendões, ligamentos, cartilagens e músculos associados (KRUK et al., 

2019; DOMAZETOVIC et al., 2017; ALMEIDA; O’BRIEN, 2013). Assim, o envelhecimento 

traz consequências ao comportamento do indivíduo, como, por exemplo, alterações na 

motricidade.  

As alterações no controle motor podem levar a queda, uma ocorrência comum em 

humanos velhos e/ou idosos. A origem da queda pode ser associada não apenas a fatores 

intrínsecos, decorrentes de alterações fisiológicas do envelhecimento, doenças e efeitos de 

medicamentos, mas também a fatores extrínsecos, circunstâncias sociais e ambientais que 
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oferecem desafios ao idoso (RIBEIRO et al., 2008). As consequências da queda em pessoas 

dessas faixas etárias é um dos principais problemas na medicina geriátrica e na saúde pública 

(VERGHESE; AYERS, 2017; FALSARELLA et al., 2014; AAMA, 2011). Pesquisas 

mostram que mais de um terço 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 são recorrentes (GERARDS et al., 

2017). O risco de algum tipo de queda duplica ou triplica quando há presença de 

comprometimento cognitivo ou histórico de quedas anteriores no paciente. Ainda, as quedas 

geralmente estão associadas à restrição na mobilidade, fraturas, depressão, incapacidade 

funcional, perda da independência e autonomia, institucionalização e declínio na qualidade de 

vida (BROSEL et al., 2016; GRANACHER et al., 2012; AAMA,2011; PADOIM et al, 2010; 

WHO, 2007; CHAMOWICZ,1987).  

A recuperação após uma queda de pessoas velhas ou idosas é lenta e onerosa, tanto ao 

indivíduo como ao poder público (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 múltiplos fatores de risco para quedas (FHON et al., 2016; UNGAR et al., 

2013), ainda não se sabe ao certo os mecanismos celulares e moleculares que levam a essa 

condição. A identificação de mudanças biológicas específicas associadas à queda em humanos 

velhos e idosos pode abrir novos caminhos para o desenvolvimento de intervenções que 

venham a reduzir o risco dessa ocorrência nesses indivíduos. Neste contexto, torna-se também 

imperativo o conhecimento dos processos envolvidos no envelhecimento para se desenvolver 

hábitos e políticas que levem a envelhecimento saudável.   

Os estudos sugerem que o envelhecimento é um processo complexo, progressivo, 

heterogêneo, deletério e irreversível, que se caracteriza por afetar todos os organismos vivos e 

conduzir a uma redução adaptativa, aumentando a vulnerabilidade, determinando declínio 

funcional, aumentando o número de doenças 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 últimas duas décadas é a que propõe alterações em espécies 

reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species). Segundo essa teoria, o 

envelhecimento levaria a um aumento na formação de ROS e, como consequência, 

desregulação em sistemas de sinalização intracelulares onde essas espécies participam direta 

ou indiretamente (RAJAGOPEL et al., 2016; VINÃ et al., 2013; POLJSAK et al.,2013; 
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WICKENS, 2011; RADAK, 2008; ROSA et al., 2005; HARMAN, 1992). As ROS são 

apresentadas no item a seguir deste texto.  

 

 

 

1.2 Espécies reativas de oxigênio (ROS) e sistemas antioxidantes: participação no 

envelhecimento 

 

As ROS são geradas como intermediários no metabolismo energético normal das células 

(HALLIWELL; GUTTENRIDGE, 2015; PISOSCH; POP, 2015). Existem inúmeras fontes 

endógenas de ROS, como a enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidases 

(NADPH oxidases) e a respiração mitocondrial (GRACE et al., 2016; PISOSCHI; POP, 2015; 

KIM, et al., 2004; CADENAS; DAVIES, 2000). As ROS podem ser radicalares, como o ânion 

superóxido (O2
●-

) e o radical hidroxil (OH
●
), ou não radicalares, como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2). O O2
●-

 pode potencialmente reagir com componentes celulares próximos, 

mas é rapidamente convertido a H2O2, uma molécula mais estável que o O2
●-

. Ainda, o H2O2 

pode reagir com metais de transição, como ferro e cobre, presentes na célula, dando origem ao 

radical OH
● 

(KRUK et al, 2019; SCHIEBER; CHANDEL, 2014; HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). Este último é extremamente reativo, propagando a formação de ROS 

como uma reação em cadeia, mediante remoção de elétrons de outras moléculas e 

transformação destas em novos radicais. O H2O2, por sua vez, tem menor reatividade, mas 

pode se difundir pelo citoplasma e eventualmente chegar ao núcleo e reagir com o 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 

situações 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 

concentrações, essas espécies atuam beneficamente em diversas funções fisiológicas, como 

respostas mitogênicas, ativação de fatores de transcrição e regulação de vias de sinalização 

intracelular (PIZZINO et al., 2017; ADAMS et al., 2015; CIRCU; AW, 2010; DROGE, 2002). 

De acordo com Poljsak et al. (2013), um ambiente levemente pró-oxidativo é necessário para 
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manter os processos de sinalização em condições ideais, o que sugere que as correções nas 

concentrações de ROS devem ser sutis. 

A homeostase redox das células é cuidadosamente mantida por um elaborado sistema de 

defesas antioxidantes, constituído por componentes enzimáticos e não enzimáticos (POLJSAK et 

al., 2013). Os antioxidantes são moléculas que quando presentes em baixas concentrações em 

relação ao substrato oxidável previnem a oxidação do substrato (HALLIWELL; GUTTENDGE, 

2015; SALMON et al., 2010). Os antioxidantes possuem papel essencial na regulação da 

produção de ROS e na proteção do meio intracelular aos danos causados pelo excesso de ROS 

(PIZZINO et al., 2017; DROGE, 2002). Dentre as primeiras linhas de defesas antioxidantes 

enzimáticas, destaca-se a superóxido dismutase (SOD), que catalisa a conversão de O2
●- 

em 

H2O2. O H2O2, por sua vez, pode ser eliminado pela catalase ou peroxidases (FRIDOVICH, 

1998; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Entre os antioxidantes não enzimáticos, destaca-se 

o ácido ascórbico, a glutationa e o alfa-tocoferol. A glutationa é um tripeptídeo capaz de reduzir e 

regenerar várias moléculas oxidadas, atuando também como um eficiente scavenger de ROS 

(HALLIWELL; GUTTENRIDGE, 2015; SALMON et al., 2010). Os tióis totais, dentre os quais 

está a glutationa, são particularmente sensíveis às reações redox e são considerados sensores 

redox, os quais interagem com diferentes tipos de oxidantes para formar, em diversas situações, 

uma modificação covalente reversível que inclui a formação de pontes dissulfídicas, principal 

mecanismo por meio do qual se pode controlar a função de proteínas (EATON, 2006; DROGE, 

2002). Assim, um marcador importante de oxidação de proteínas é o conteúdo de tióis totais 

(TROMM et al., 2012).  

O sistema nervoso central (SNC), composto pela medula espinal e encéfalo, é alvo do 

processo de envelhecimento como qualquer outro sistema corporal (JOVÉ et al., 2019). Segundo 

STEFANATOS e SANZ (2018), o encéfalo é o órgão mais complexo, o qual consome mais 

energia do que qualquer outro tecido em proporção ao seu tamanho. De acordo com esses 

autores, o envelhecimento provoca acúmulo de mitocôndrias danificadas, as quais passam a 

produzir menos ATP (trifosfato de adenosina) e mais ROS. O aumento nessas espécies provoca 

estresse oxidativo, mais danos em mitocôndrias e, consequentemente, uma crise energética que 

dispara doenças neurodegenerativas e acelera o envelhecimento.  

No SNC, o envelhecimento provocou alterações em diversas regiões, incluindo áreas com 

papel importante no controle motor, postural e equilíbrio (GARG et al.,2018; DEVI 2009; 
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STEFANATOS; SANZ, 2018; ZHANG et al., 2013; YEOMAN et al., 2012). Apesar de o SNC 

ser uma estrutura contínua, foi demonstrado que mitocôndrias da medula espinal possuem 

bioenergética que difere daquela do encéfalo (YONUTAS et al., 2015). Segundo esses autores, a 

respiração mitocondrial mediada por NADH e FADH2 diminuiu em córtex cerebral e nos 

segmentos cervical, torácico e lombar da medula espinal ao longo do envelhecimento. Ainda, a 

mitocôndria da medula espinal produziu mais ROS do que a mitocôndria do encéfalo, 

independente da idade do animal do qual foram isoladas as mitocôndrias (YONUTAS et al., 

2015). Nesse estudo foi também relatado que a formação 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 o aumento se deu principalmente em córtex cerebral e segmentos cervical, torácico e 

lombar da medula espinal. Porém, a quantificação de ROS foi feita por método fluorescente 

usando diclorofluoresceína, o qual não permite discriminar qual ROS está aumentada 

(WINTERBOURN, 2015). Portanto, uma questão ainda em aberto é relacionar o efeito do 

envelhecimento sobre ROS específica. Esse conhecimento, com certeza, contribuirá para um 

melhor entendimento das alterações específicas que ocorrem nas ROS durante o envelhecimento.  

No encéfalo, o envelhecimento também aumenta a formação de ROS, mas as alterações 

parecem depender da região (STEFANATOS; SANZ, 2018; JACKSON; MCAEDLE, 2016; 

LIOCHEV, 2013; YEOMAN et al., 2012; BOKOV et al., 2004). Foi demonstrado que 

mitocôndrias isoladas de córtex cerebral e hipocampo de ratos velhos produziram mais ROS 

comparada àquelas isoladas de animais jovens, mas essa alteração não ocorreu em cerebelo 

(YONUTAS et al., 2015).  O envelhecimento também provocou acréscimo na peroxidação de 

lipídeos e em hidroperóxidos lipídicos em telencéfalo, cerebelo e tronco encefálico 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 diferenças na função mitocondrial, específicas para cada 

região encefálica, podem ser a razão de certas áreas do encéfalo serem desproporcionalmente 

mais afetadas pelas ROS durante o envelhecimento; e essas diferenças podem desempenhar um 

papel fundamental em doenças neurodegenerativas relacionadas à idade.  

O avanço da idade também provocou modificações em antioxidantes no SNC. Em medula 

espinal, o conteúdo de tióis 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 variações graduais em tióis totais ocasionadas pelo envelhecimento, tanto 
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em medula espinal como em encéfalo. Em córtex cerebral de ratos de 24 meses, a relação entre 

glutationa reduzida e oxidada diminuiu comparada àquela dessa região encefálica de ratos de 3 

meses (SOUZA et al., 2018). Nesse estudo foi observado ainda aumento na atividade da SOD no 

córtex cerebral de ratos velhos. Entretanto, outro estudo relatou queda na atividade da SOD em 

telencéfalo, cerebelo e tronco encefálico de ratos com idades de 6, 13, 19 e 26 meses, comparado 

a 3 meses (GUPTA et al., 1991). Em camundongo, o conteúdo de glutationa aumentou em 

cerebelo e tronco encefálico com o avanço da idade (HUSSAIN et al., 1995). Porém, ainda se 

desconhece as alterações em antioxidantes em regiões encefálicas de ratos na senescência, idade 

de 30 meses para ratos da linhagem Wistar (ALTUN et al., 2007; JOLITHA et al., 2006). Foi 

demonstrado que poucas das alterações neuroquímicas encontradas no tecido nervoso aos 30 

meses estavam presentes em idades intermediárias (VIRGILI et al., 2001). 

Considerando o conhecimento até aqui apresentado, as respostas às questões anteriores 

poderão proporcionar uma visão mais ampla das variações decorrentes do envelhecimento e, 

assim, oferecer subsídios ao melhor entendimento de terapias antioxidantes para envelhecimento 

saudável. Ademais, o envelhecimento leva a mudanças em neurônios motores, as quais 

comprometem a locomoção e torna os indivíduos susceptíveis a quedas (PANNESE, 2011; 

JAHN et al, 2010; SHANKAR, 2010; SCHWARZ et al, 2009; LEXEL,1997). Foi proposto que 

alterações morfofuncionais em regiões centrais no processamento de informações importantes no 

controle da postura e equilíbrio estariam associadas a menor capacidade de resposta do idoso 

frente a perturbações posturais, e isso contribuiria para a queda do indivíduo (KLEINER et al, 

2011; JAHN et al, 2010; CARTER; RAY, 2008; BERNHARDI, 2005; RUWER et al, 2005; 

GAZZOLA et al, 2005). Por questões de interesse nesse trabalho, a seguir são apresentados 

dados referentes a alterações morfofuncionais no sistema vestibular. Esse sistema é o responsável 

por fornecer ao encéfalo uma estimativa rápida dos movimentos da cabeça, informação com 

papel importante no controle da postura e equilíbrio (ALLEN, 2016; VIGNAUX et al., 2015; 

CULLEN, 2012; KLEINER et al., 2011; CARTER; RAY, 2008; RUWER et al., 2005).   
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1.3 O Sistema vestibular e o Envelhecimento 

 

O sistema vestibular está constituído pelo aparelho vestibular, núcleos vestibulares centrais e 

suas áreas de projeções (BROSEL; STUPP, 2019; BROSEL et al., 2016; TASCIOGLU, 2005). O 

aparelho vestibular, localizado dentro da orelha interna, é um detector dos movimentos e da 

posição da cabeça, e sua informação, transmitida para os núcleos vestibulares centrais por meio 

da porção vestibular do oitavo nervo craniano, desempenha papel importante no controle reflexo 

da postura e equilíbrio. Existem dois conjuntos distintos que formam o aparelho vestibular: os 

três canais semicirculares, cujas informações se destinam principalmente aos núcleos vestibulares 

superiores e mediais, e estão relacionadas principalmente com a resposta reflexa que controla o 

olhar; e os órgãos otolíticos (utrículo e sáculo), cujos axônios aferentes se destinam 

principalmente ao núcleo vestibular descendente, o qual está envolvido na integração da 

sinalização vestibular com a informação motora central. Algumas fibras aferentes dos órgãos 

otolíticos também se destinam ao núcleo vestibular lateral, relacionado com reflexos posturais, e 

núcleo vestibular medial (BROSEL et al., 2016; CULLEN, 2012). Projeções dos núcleos 

vestibulares se destinam a vários alvos centrais, como núcleos oculomotores, centros reticulares e 

espinais relacionados com o movimento de músculos esqueléticos, cerebelo e núcleos talâmicos, 

esses últimos projetam para áreas corticais (HITIER et al., 2014; BARMACK, 2003). Devido às 

suas conexões centrais, as informações vestibulares participam nos mecanismos que rapidamente 

promovem alinhamento da massa corporal necessário para o controle postural adequado frente a 

qualquer perturbação. Assim, um bom funcionamento no sistema vestibular é fundamental para o 

controle postural do individuo jovem e adulto (ESQUENAZI,et al.  2014; RUWER et al., 2005).  

Segundo JI & ZHAI (2019), as mudanças no sistema vestibular decorrentes do 

envelhecimento poderiam desempenhar papel importante nos problemas posturais de indivíduos 

velhos e idosos. De fato, os estudos mostraram que o avanço da idade provocou mudanças 

significativas no sistema vestibular, muitas das quais são listadas a seguir: redução no número de 

neurônios em diversos núcleos que compõem esse sistema (ANSON; JEKA, 2016; ALLEN et al., 

2016; TANG et al.,2002; LOPEZ,1997; SLONE et al.,1989; BEGSTRON,1973); diminuição no 

número 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); redução no número de neurônios no gânglio de 
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Scarpa ou vestibular (EISIN, 2007; RAUCH et al., 2001); perda da densidade de mielina em 

fibras aferentes que levam a informação do aparelho vestibular ao SNC (BERGSTON,1973); 

redução na velocidade de condução do estímulo elétrico na porção vestibular do oitavo nervo 

craniano (FERNÁNDEZ et al., 2007; RAUCH et al., 2001; ALVAREZ et al., 2000; ROSEHAL, 

1973); e variações em neuroquímicos com diferentes funções nos núcleos vestibulares (para 

revisão, ver SMITH, 2016). Ademais, as alterações na função vestibular parecem contribuir para 

a perda óssea induzida pelo envelhecimento (VIGNAUX et al., 2015).  

  

 

1.4 Os benefícios do Exercício Físico durante o Envelhecimento 

 

A atividade física é definida como qualquer movimento corporal produzido em 

consequência de contração muscular, o qual leva a gasto calórico. É um termo geral que se usa 

para referir às atividades que podem ser de natureza aeróbica ou anaeróbica, que inclui andar de 

bicicleta, caminhar, jardinagem, dança e natação (ERICKON et al., 2014). Segundo esses autores, 

o exercício físico é uma atividade estruturada que melhora a aptidão física, e intervenções com 

exercícios geralmente avaliam a aptidão cardiorespiratória (VO2 máximo) para testar a eficácia 

da intervenção para melhorar a capacidade aeróbica. O exercício pode ser aeróbico ou anaeróbico 

(ARAKELIAN et al.,2019; CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; CRUZAT et al, 2007). Por questões 

de interesse, nesse trabalho será abordado o exercício aeróbico.  

No exercício aeróbico há participação do oxigênio na quebra de substratos que produzem 

energia, a qual é fornecida ao músculo em atividade. A proporção da utilização dos substratos 

energéticos é dependente da intensidade do exercício físico (RADAK et al., 2019; VANZELLA 

et al., 2017; SASAKI, 2006; MATSUDO, 2001; CASPERSEN et al., 1985).   

O exercício aeróbico é um exercício de longa duração. 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 realização de exercícios físicos proporcionou resultados 

positivos já em curto prazo, o que contribuiu de forma positiva em diversas condições 

patológicas, como doenças crônico-degenerativas, hipercolesterolemia, doenças cardíacas 

(POLLOCK et al., 2000), hipertensão arterial (SINGH, 2004; 2002), e diabetes melitus 

(FLUCKEY et al.,1994). O exercício também provocou redução no acúmulo de tecido adiposo 
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(KOHRR, 1992); aumentou a concentração plasmática de fibrinogênio (RIBEIRO; OLIVEIRA, 

2005); promoveu redução na ansiedade e depressão (HAYES et al., 2008; BLUMENTHAL, 

1999; FOLKINS, 1981); e diminuiu o risco de ocorrência de quedas e fraturas em idosos 

humanos (LAURITZEN, 1993), contribuindo, assim, para a independência do idoso (CIVINSKI 

et al., 2011; CHODZKO-ZAJKO, 2009; ANTUNES, 2006; RUWER, 2005; SINGH, 2002; 

CARRO et al., 2001; EVANS, 1992).  

A realização de exercício físico também determinou, em humanos e ratos, uma melhora 

no consumo máximo de oxigênio em idosos (CHODZKO-ZAJKO, 2009; HUANG, 2005; 

RIMMER, 2005); proporcionou acréscimo na formação de novos neurônios (CARRO et al., 

2001; KRONENBERG et al., 2006; CARRO et al., 2001); induziu melhora na atividade de 

neurônios no hipocampo, uma região encefálica com papel importante na formação de memórias 

(LOVATEL et al., 2014; ELSNER et al., 2013; SIM et al., 2005; van PRAAG et al.,2005; KIM et 

al., 2004); acelerou a  remoção 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 exercício físico regular ainda promoveu aumento na produção de fatores 

neurotróficos (VANZELLA et al., 2017; HIM, 2010; SCHARFMAN et al., 2005; MATTSON, 

2002; CARRO et al., 2001; COTMAN, 2002) e menor perda de tecido nos córtices frontal, 

parietal e temporal induzida pelo avanço da idade (COLCOMBE et al., 2006; COLCOMBE, 

2003; CHURCHILL et al., 2002). Em humanos, foi sugerido que a realização de exercício 

promove a socialização de idosos, evento importante na neurogênese (DING et al., 2002).  

O exercício físico também aparece como uma estratégia benéfica aos efeitos deletérios do 

aumento de ROS no encéfalo, uma vez que ele proporcionou melhora em funções cerebrais por 

aumentar a disponibilidade de oxigênio e glicose ao tecido, acelerar a remoção de necrosados e 

promover alterações 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 córtices frontal, 

parietal e temporal (REAL et al., 2015; COLCOMBE et al., 2006; 2004). Animais submetidos a 

protocolos de treinos também apresentaram maior número de sinapses em cerebelo e exibiram 

proliferação celular, aumento na sobrevivência celular e neurogênese em hipocampo (BITTNER 

et al., 2019; ZOPPI et al., 2003; GRILL et al., 2002;). Ainda, os programas de exercício também 
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foram capazes de ativar mecanismos para remoção de ROS no encéfalo de ratos velhos (de 

SOUZA et al., 2018; MELO et al., 2018; HARMAN, 2003). 

O exercício físico também foi capaz de prevenir a sarcopenia em idosos. As fibras 

musculares esqueléticas podem ser dos tipos I, IIa e IIb. As do tipo I são oxidativas com 

velocidade de contração lenta, enquanto as do tipo IIa são glicolíticas e as IIb são glicolíticas 

oxidativas, ambas com velocidade de contração rápida (KRAMER & COLCOMB, 2005). Os 

estudos mostraram que o envelhecimento provocou atrofia principalmente em fibras do tipo IIb 

(KRAMER & COLCOMB, 2005; NAVARRO et al, 2001). Porém, em idosos, o treinamento 

físico foi capaz de atenuar e/ou reverter a perda de massa muscular e a funcionalidade das fibras 

musculares devido ao seu efeito modulador em parâmetros oxidativos e inflamatórios (VILELA 

et al., 2018). 

Todavia, o efeito do exercício físico parece depender de intensidade e/ou frequência de 

realização (PATERSON; JONES; RICE, 2007). Os estudos mostraram que o exercício físico 

regular aumentou antioxidantes endógenos e reduziu danos oxidativos em encéfalo, enquanto o 

exercício 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-análise recente relatou que a 

frequência de realização do exercício físico também influenciou o equilíbrio entre pró-oxidantes 

e antioxidantes no encéfalo, embora ainda haja muita especulação sobre a quantidade terapêutica 

da atividade física durante o envelhecimento (de SOUZA et al., 2018). 

Uma intensidade de exercício que tem se mostrado benéfica em humanos e ratos é o de 

baixa intensidade. A realização desse tipo de exercício por 9 semanas foi capaz de atenuar o 

estresse oxidativo em miocárdio, a congestão pulmonar, a dilatação do átrio direito e a disfunção 

em miocárdio em ratos diabéticos (GIMENES et al., 2015). O exercício de baixa intensidade 

também promoveu aumento na irrigação sanguínea em músculo em contração, expansão do leito 

capilar que irriga o músculo para garantir maior liberação e difusão do oxigênio sem qualquer 

alteração na capacidade oxidativa muscular (BOUSHEL et al., 2014). Recentemente se mostrou 

que a realização desse tipo de exercício físico melhorou a função motora de pacientes com 

doença de Parkinson em estágio inicial (CHANG et al., 2018). A realização de exercício de baixa 

intensidade também foi capaz de induzir menor formação de ROS e de nitrogênio em sangue de 

homens saudáveis (ROH et al., 2017). Em camundongos, o exercício de baixa intensidade em 

esteira protegeu a retina da degeneração induzida pela luz, o que não foi observado nos animais 
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submetidos a exercício de alta intensidade (MEES et al., 2019). Segundo esses autores, o 

exercício de baixa intensidade não provocou aumento na concentração sanguínea de 

corticosterona, o que indicou que o exercício não induziu estresse aos animais. Em ratos 

selecionados a partir de progenitores com pouca ou nenhuma resposta ao treinamento, a 

realização de exercício de baixa intensidade em fase tardia da vida preveniu o declínio associado 

à idade na capacidade funcional ao exercício (BROWN et al., 2019).   

Apesar de o exercício de baixa intensidade não parecer suficiente para prevenir de forma 

significativa as alterações no metabolismo e fatores de risco cardiovasculares aumentados pela 

idade (NELSON et al., 2007; MEYER et al., 2007), a realização desse tipo de exercício levou a 

variações metabólicas e cardiovasculares que foram na direção de um efeito benéfico devido ao 

equilíbrio estável entre pró-oxidantes e antioxidantes, o qual tinha sido desestabilizado pelo 

avanço da idade ( REAL et al, 2015; MAZZEO; TANAKA, 2001; NOHL, 1993). Ademais, foi 

sugerido que humanos idosos são particularmente motivados a fazerem exercício de baixa 

intensidade devido ao declínio funcional e estrutural nas funções corporais e a facilidade na 

execução dos protocolos de exercício (MAZZEO; TANAKA, 2001; MCPHILLIPS et al., 1989).      

Apesar de os inúmeros benefícios, se desconhece se a realização de exercício físico de 

baixa intensidade é capaz de melhorar o desempenho de animais de meia idade, velhos e idosos 

em testes específicos de avaliação do passo e do equilíbrio. Esses dados, sem dúvida, trarão 

maior entendimento dos efeitos do exercício regular de baixa intensidade sobre as alterações 

induzidas pelo envelhecimento em função motora e equilíbrio, biomarcadores de estresse 

oxidativo no SNC, e perdas de massa muscular esquelética e óssea. 
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2. HIPÓTESE 

 

O avanço da idade provocará: 1) alterações no equilíbrio e no passo, 2) mudanças em 

biomarcadores de estresse oxidativo no SNC, e 3) perdas na massa muscular esquelética e na 

massa óssea do fêmur em ratos Wistar.   

O exercício físico de baixa intensidade em esteira, realizado 3 vezes/semana, durante 12 

semanas, tragará benefícios à postura e ao equilíbrio no animal velho, e provocará alterações nos 

biomarcadores no tecido nervoso que serão na direção contrária àquela induzida pelo 

envelhecimento. Ainda, esse tipo de exercício será capaz de prevenir a perda na massa muscular 

esquelética, e induzir mudanças no aspecto radiográfico do osso fêmur indicadoras de prevenção 

de perda óssea.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho pretendeu avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercício físico 

regular de baixa intensidade em esteira sobre: 1) parâmetros da marcha e equilíbrio, e 2) 

biomarcadores oxidativos em medula espinhal, tronco encefálico, cerebelo e córtex cerebral em 

ratos Wistar machos.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1 Determinar o efeito do envelhecimento e do exercício regular de baixa intensidade 

em esteira, realizado 3 vezes/semana, por 30 minutos, durante 12 semanas, sobre os seguintes 

aspectos: 

3.2.1.1 Parâmetros da marcha e equilíbrio, mediante avaliação de:  

a) Desempenho de ratos Wistar machos com idades de 3, 6, 18, 24 e 30 meses, 

sedentários, e 6, 18 e 24 meses, treinados, nos testes de marcação das patas e da barra estreita, os 

quais permitem avaliar coordenação motora e equilíbrio, respectivamente. 

 

3.2.1.2 Parâmetros de estresse oxidativo, mediante análise de: 

a) Capacidade antioxidante total (TAC), conteúdo de tióis totais, atividade da enzima 

SOD, geração de O2
●- 

(SAG, do inglês superoxide anion generation), valores de H2O2 e de 

hidroperóxidos lipídicos no segmento lombossacral da medula espinal de ratos sedentários e 

treinados; 

b) TAC, conteúdo de tióis totais, atividade da enzima SOD, e valores de hidroperóxidos 

lipídicos nas regiões encefálicas que seguem: tronco encefálico, cerebelo e córtex cerebral de 

ratos sedentários 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 concentração plasmática de glicose, triglicerídeos, colesterol total e 

HDL colesterol em ratos Wistar sedentários e treinados. 

3.2.1.5 Valores da relação entre peso do músculo sóleo e peso corporal total obtido no dia 

da morte dos ratos sedentários e treinados, como indicador de perda de massa muscular 

esquelética. 

3.2.1.6 Medidas radiográficas em fêmur, para determinação do comprimento e largura 

desse osso; espessura da sua cortical em suas regiões medial e lateral, e total (medial+lateral); 

largura da cavidade medular; radioluscência; radiopacidade; rasamento no colo do fêmur; 

ocorrência de esclerose em cortical e/ou medular; fratura; e presença de osteófito, em ratos, 

sedentários e treinados. 

3.2.1.7 Cálculo de correlação entre indicador de perda de massa muscular esquelética e 

peso corporal. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS: PROCEDÊNCIA E MANUTENÇÃO 

 

Após a aprovação pela Comissão de Ética no uso de Animais da UFRGS (#29386, 

Anexo I), foram solicitados ao Centro de Reprodução e experimentação de Animais de 

Laboratório (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 dimensão 40x30x16 cm, forradas com 

maravalha, em número de três (03) animais por caixa, e as caixas permaneceram no ratário do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde. Seis ratos permaneceram nesse local por uma semana e, 

ao final, foram mortos por decapitação. Esses ratos constituíram o grupo de idade 3 meses, 

sedentários. Os outros ratos foram mantidos nas mesmas condições até as idades de 6 (n= 26), 18 

(n= 26), 24 (n= 26) e 30 (n= 5) meses, quando foram mortos por decapitação ou submetidos a 

uma perfusão cardíaca. Como durante o envelhecimento esses ratos cresceram e aumentaram seu 

peso corporal, fez-se a substituição das grades de suas caixas criadouros por outras mais altas. A 

substituição ocorreu sempre que os ratos atingiram valor de peso corporal igual a 500 g (Altun et 

al., 2007). A substituição da grade permitiu aos ratos maiores se erguerem voluntariamente no 

interior de suas caixas criadouros.  

Os ratos tiveram livre acesso à água e alimentação, e permaneceram sob ciclo 

claro/escuro de 12 horas (das 07h às 19h) e temperatura ambiente de 22±2 ºC. A limpeza das 

caixas criadouros foi realizada, no máximo, 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 papelão atóxico e esterilizado (Relax
®
, São 

Paulo, Brasil), os quais permitiram a livre entrada e saída dos ratos de seu interior (Figura 1). 

Todos os ratos foram monitorados frequentemente, incluindo finais de semana, para avaliação de 

seu aspecto físico e comportamento cotidiano. Os ratos foram pesados regularmente. Quando 

alguma alteração foi detectada no comportamento ou aspecto físico do animal, fez-se 

rapidamente contato com o veterinário responsável para providências de tratamento do(s) 



17 

 

sintoma(s). Quando o tratamento não foi possível ou não ocasionou melhora ao animal, se 

procedeu à eutanásia do mesmo o mais rápido possível, a fim de evitar sofrimento ao animal. A 

eutanásia seguiu rigorosamente as recomendações estabelecidas pela DIRETRIZ DA PRÁTICA 

DE EUTANÁSIA DO CONCEA (RESOLUÇÃO NORMATIVA CONCEA nº 37/2018 - 

DIRETRIZ DA PRÁTICA DE EUTANÁSIA DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE 

DE EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL). Para a eutanásia, sempre foi usado o anestésico 

pentobarbital, administrado intraperitonealmente, na dose de 40 mg/kg de peso corporal 

(GÓRSKA, 2000). 

Devido à perda de ratos por causas naturais (lesões cutâneas, tumores, verrugas, etc.), o 

número 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 números, alguns ratos foram mortos por decapitação e 

outros submetidos à perfusão intracardíaca. O número de ratos mortos por decapitação 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 número de ratos mortos por perfusão 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 classificações 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 às 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 papelão 

atóxico (Relax®). Note uma das aberturas do 

tubo, a qual permite visualizar o interior oco 

do tubo. 
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Cabe destacar que o transporte dos ratos para o Laboratório de Neurobiologia 

Comparada (Sala 370, prédio do ICBS, UFRGS) ocorreu nos dias de seus testes 

comportamentais, pesagem e morte. A realização do exercício físico se deu na sala de treino (sala 

130, prédio do ICBS, UFRGS) situada no Departamento de Ciências Morfológicas, e o transporte 

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

 

4.2 PROGRAMA DE EXERCÍCIO FÍSICO 

 

Para caracterizar o efeito do exercício regular de baixa intensidade sobre os marcadores 

oxidativos e os indicadores de perda de massa muscular esquelética e óssea, ratos que deveriam 

chegar às idades de 6, 18 e 24 meses foram selecionados aleatoriamente para execução do 

programa de exercício. A seleção 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 número de 3 (três) aos 27 meses, esse número pequeno limitou a seleção 

desses ratos para o programa de exercício. Os ratos que não realizaram o programa de exercício 

foram considerados ratos sedentários.  

Antes de iniciar o programa de exercício, os ratos foram colocados na esteira a ser usada 

no programa, para habituação. Esse procedimento foi realizado 3 vezes/semana, por 30 minutos, 

durante uma semana, sempre no horário da manhã, período a ser usado no programa de exercício. 

Ao final do período de adaptação, os ratos realizaram o protocolo de exercício. Como todos os 

animais realizaram satisfatoriamente o programa na primeira tentativa, todos foram selecionados 

para iniciar o programa de exercício.  

O protocolo de exercício consistiu em caminhada em esteira desenhada para uso humano 

(Runner, Brasil), mas adaptada para ratos (Figura 2). O exercício foi realizado 3 vezes/semana, 

durante 30 minutos, por 12 (doze) semanas, conforme SIM et al. (2005), com modificações 

(PIETELLI et al., 2012). Cada sessão de exercício consistia em aquecimento por 5 minutos a 

velocidade de 2 m/min, e exercício por 5 minutos a velocidade de 5 m/min e 20 minutos a 

velocidade de 8 m/min. A inclinação da esteira sempre foi mantida em 0% e o exercício realizado 
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no período da manhã (das 7h às 11h), tendo os animais sido acompanhados pelo mesmo 

pesquisador durante as 12 semanas.  

O exercício foi realizado 3 vezes/semana para evitar estresse crônico, inflamação ou 

dano muscular, e permitir ao fígado e músculo a recuperação do glicogênio; nenhum rato recebeu 

estimulação (aversiva ou apetitiva) para motivação da caminhada (PIETRELLI et al., 2012). A 

duração de 12 semanas foi escolhida por ter o exercício de longa duração em esteira efeito 

benéfico sobre a neurodegeneração induzida por estresse oxidativo em medula espinal de ratos 

velhos da linhagem Lewis (MELO et al., 2019). A esteira sempre foi higienizada entre as sessões 

de exercício. 

 

 

 

 

 

4.3 TESTES FUNCIONAIS 

 

Para avaliar déficits sensório-motores durante o envelhecimento, e o efeito do exercício 

físico regular de baixa intensidade sobre essas alterações, foram usados dois testes 

comportamentais: o teste da marcação das patas e o teste da barra estreita, os quais permitem 

avaliar coordenação motora e equilíbrio, respectivamente. O teste de marcação das patas foi 

Figura 2: Fotografia da esteira ergométrica 

adaptada para uso em ratos. Note a presença 

de ratos Wistar adultos nos compartimentos 

individuais da esteira. 
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usado para determinar os comprimentos da passada e do passo e a largura do passo, e o índice 

funcional do nervo isquiático (IFI). O teste da barra estreita permitiu avaliar a capacidade do rato 

manter seu equilíbrio durante a travessia da barra estreita para alcançar uma plataforma segura.  

Os ratos de todas as idades, sedentários e treinados, foram submetidos aos testes 

comportamentais no dia prévio ao início do protocolo de exercício e na décima segunda semana 

após o início do exercício, previamente à morte dos ratos (Figura 3). Os testes comportamentais 

foram feitos sempre no mesmo horário (7h) e pelos mesmos pesquisadores. A sequência de 

realização dos testes foi barra estreita seguido da marcação das patas. Dois pesquisadores sempre 

permaneceram na sala durante a realização dos testes, e os protocolos foram rigidamente 

seguidos ao longo dos experimentos.  

 

 

Figura 3: Esquema temporal mostrando os dias dos testes comportamentais (teste da barra estreita e teste de 

marcação das patas); realização do protocolo de exercício físico de baixa intensidade em esteira, com início 24 h 

após os testes comportamentais; e morte dos animais para coleta de tecidos 24 h após o término do período de 
exercício.  

 

 

4.3.1 TESTE DE MARCAÇÃO DAS PATAS 

 

A determinação 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 início dos testes 

experimentais, para adaptação e exploração do local. O aparato usado no teste da marcação 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 superfície 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 superfície 

plantar das patas traseiras coloridas em preto, também por pressionar as patas em uma almofada 

de carimbo com tinta preta. O rato com a superfície 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 impressões das pegadas ficavam registradas no papel branco que cobria o 

assoalho da pista de caminhada. Ao chegar à caixa escura, o rato foi retirado do aparato, a tira de 

papel branco com as pegadas impressas retirada, e o aparato higienizado e preparado para uso 

com o próximo rato. 

 

 

 

Em cada teste, o rato deixava impressas várias pegadas. Porém, foram selecionadas para 

análise as pegadas com qualidade e clareza de impressão, sendo aferidas as medidas das patas 

direita e esquerda.  

O comprimento da passada (do inglês stride lenght) foi calculado como a distância entre o 

final do centro da pata traseira e o centro do calcâneo da próxima marcação da mesma pata na 

Figura 4: Fotografia do aparato usado no teste 
de marcação das patas. Note o rato no campo 

iluminado, cujo assoalho se encontra coberto 

por tira de papel branco com as mesmas 

dimensões da pista de caminhada. No final da 

pista se observa a entrada para a caixa escura.  
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pista. O comprimento do passo (do inglês step lenght) foi calculado como a distância entre um 

apoio de pata traseira e o da pata traseira oposta. Nenhuma distinção foi feita entre as medidas 

esquerda e direita para comprimento do passo e da passada. Para cálculo da largura do passo (do 

inglês stride width) considerou-se a distância do centro de apoio da pata traseira esquerda ao 

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

 

 

 

 

 

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

realizadas as seguintes medidas: da extensão da pegada (PL: distância da extremidade do 3
o
 dedo 

Figura 5: Esquemas de pegadas de ratos obtidas no 

teste de marcação das patas. Os esquemas na cor 

vermelha representam patas dianteiras, enquanto 

aqueles na cor preta são patas traseiras. As retas 

indicam as medidas que foram obtidas para 

determinação do comprimento do passo (do inglês 

step lenght), do comprimento da passada (do inglês 

stride lenght) e da largura do passo (do inglês stride 

width). Note as medidas que foram obtidas para 

cálculo do índice funcional do nervo isquiático: IT, 

distância do 2º ao 4o dedo; TS, distância do 1o ao 5o 
dedo; PL, distância da extremidade do 3o dedo até o 

calcâneo. L, pata (do inglês paw) esquerda (do inglês 

left); R, pata direita (do inglês right).   
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até o calcâneo), da largura da pegada (TS: distância do 1
o
 ao 5

o
 dedo), e da distância entre os 

dedos intermediários (IT: do 2
o
 ao 4

o
 dedo) das patas traseiras. Os valores obtidos foram usados 

para determinar o IFI, conforme fórmula a seguir, onde são consideradas as medidas realizadas 

nas patas direita e esquerda no cálculo: 

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 fórmula foram considerados como um índice da condição 

funcional do nervo isquiático, expresso em déficit funcional. Variações de 0 a ±11 estão nos 

desvios de normalidade da pegada. O zero representou função normal e o –100 a perda total da 

função. Os valores intermediários corresponderam a déficits parciais de função.  

Na análise da pegada foi calculado o valor médio de cada variável para cada rato 

individualmente e, então, 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 inglês Narrow Beam Test) 

 

O teste da barra estreita foi usado como descrito por PRASAD; MURALIDHARA 

(2014), com algumas modificações (TUNG et al., 2014). Assim como no teste da marcação das 

patas, os ratos foram habituados ao aparato um dia antes do início dos testes experimentais. Para 

o teste foi usada uma viga estreita (3 cm) de 150 cm de comprimento, a qual estava situada 

horizontalmente a 60 cm do chão. Em uma das extremidades da viga se encontrava uma caixa 

escura de madeira (23×23×20 cm). A outra extremidade possuía uma plataforma rígida (Figura 

6a). Próximo a essa plataforma se encontravam duas câmeras (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 câmaras posicionadas de modo a visualizar a marcação. O teste consistiu em colocar 

o rato na plataforma rígida e esse se deslocava para a caixa escura. Todo o trajeto foi filmado 

para posterior avaliação do tempo gasto no percurso (em segundos) e do número 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 não conseguiu completar sozinho o teste. 

 Os resultados do teste da barra estreita foram analisados por três pesquisadores, dois eram 

cegos aos grupos experimentais. A média das três avaliações foi considerada o valor da variável 

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

 

 

 

 

Figura 6: Fotografia mostrando o aparato usado no teste da barra estreita (a) e a posição das duas câmeras 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 análises bioquímicas foram mortos por 

decapitação, a qual teve início às 8h. Os ratos não foram deixados em jejum antes da morte. 

Imediatamente após a decapitação foi coletado sangue (2 mL) em tubos eppendorfs individuais 

contendo anticoagulante heparina, e retirados os tecidos a seguir: segmento lombossacral da 

medula espinal, tronco encefálico, cerebelo, todo o córtex cerebral, músculo esquelético sóleo e o 

osso fêmur. Todos os tecidos foram imediatamente pesados. 

a b 
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O sangue foi centrifugado a 1000 g, por 20 min, a 4 °C, em centrífuga refrigerada 

(Sorvall RC5B- Rotor SM 24). Após esse procedimento, o plasma foi coletado, aliquotado e 

armazenado à temperatura de -80 ºC.  

O segmento lombossacral da medula espinal foi dividido em três partes. Uma das partes 

foi utilizada para a determinação da SAG. A segunda parte foi usada para a determinação dos 

valores de H2O2. Essas duas partes foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas 

intactas à temperatura de -80 ºC. A terceira parte da medula espinal, assim como as regiões 

encefálicas, foram homogeneizadas e usadas nas análises dos outros parâmetros oxidativos. A 

homogeneização foi realizada em solução contendo cloreto de potássio (KCl) 1,15% e fluoreto de 

fenil metil sulfonila (PMSF) 100 mM, seguida de centrifugação a 1000 g, por 20 minutos, à 

temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado à -80 ºC.  

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

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

 

 

4.5 PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 

 

4.5.1 GERAÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO (SAG) 

 

A SAG foi estimada pela redução de azul de nitrotetrazol (NBT), conforme técnica 

descrita por WANG et al. (1998). O método constituiu na reação de cortes da medula espinhal 

com NBT após incubação de 90 minutos, para formação de formazan, o indicador da formação 

do O2
●-

. A absorbância do formazan foi determinada espectrofotometricamente a 540 nm 

(Espectrofotômetro T60, PG Instruments). A quantidade de formazan reduxido pelo O2
●-

foi 

calculada com o emprego da fórmula a seguir: 

Redução a formazan = A x V (T x Wt x ε x l) 

Na fórmula, o A representa a absorbância do formazan, V o volume de solução, T o 

período de incubação das amostras com NBT, Wt o peso do tecido, ε o coeficiente de extinção 

molar (0,72 L.mmol
-
1.mm

-1
), e l representa o caminho óptico. Os resultados foram expressos em 

picomol por minuto por miligrama de peso do tecido.  
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4.5.2 PERÓXIDO DE HIDRÔGENIO (H202) 

 

 O ensaio para mensurar o H2O2 se baseou na oxidação do vermelho de fenol por 

H2O2 mediado pela peroxidase de rabanete. O ensaio foi conduzido conforme técnica descrita por 

PICK & KEISARI (1980), com pequenas modificações (SCHEID et al, 2018). Para tanto, fatias 

finas de medula espinal foram incubadas em tampão dextrose-fosfato (5 mM-10 mM, pH = 7,0) 

por 30 minutos, sob agitação. Após este período, o meio de incubação foi coletado e adicionado à 

solução contendo vermelho de fenol (0,28 mM) e peroxidase de rabanete (8,5 U/mL). Após 5 

minutos de incubação, adicionou-se à mistura hidróxido de sódio (1,0 M) e se realizou a leitura 

da absorbância, em comprimento de onda de 610 nm (Espectrofotômetro T60, PG Instruments). 

Os resultados foram expressos em µmol de peróxido por grama de tecido. 

 

4.5.3 HIDROPERÓXIDOS LIPÍDICOS 

  

O método xilenol laranja (XO), descrito por JIANG et al. (1991) e adaptado por 

SODERGREN et al. (1998), se baseia na oxidação do Fe
+2

 a Fe
+3

 na presença de lipoperóxidos, 

em pH ácido, formando complexos de Fe
+3

xilenol laranja. Em solução ácida, o corante mostra 

pico a 560 nm e a absorbância cresce linearmente com o aumento da concentração do corante.  

As amostras de tecidos foram diluídas, em proporção de 1:10, e separadas em 2 grupos: 

no primeiro foi acrescentado metanol absoluto (MEOH), e no segundo, trifenilfosfina (TPP) 10 

mmol/L. Ambos os grupos foram incubados por 30 minutos, à temperatura ambiente. Após a 

incubação, foi pipetado, em microplaca, 10 µl de amostra em quadruplicata (uma duplicata com o 

metanol, e outra duplicata com o TPP), adicionando-se em seguida 90 µl do reagente de trabalho 

(RT-XO). Este consistiu em uma mistura de 81% de MEOH 90%, XO 2 mmol/L para 

concentração final de 100 µM, H2SO4 1 mmol/L para concentração final de 25 mmol/L, BHT 40 

mmol/L para concentração final de 4 mmol/L e sulfato ferroso amoniacal 10 mmol/L para 

concentração final de 250 µmol/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 cálculos, foram 

descontados os valores de absorbância com TPP dos valores obtidos das duplicatas com MEOH. 

O resultado foi expresso em µmol 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 característica do reagente 2,2'-azinobis(3-etilbenzo-tiazolina-

6-sulfonato) (ABTS
•+

) pelos antioxidantes presentes na amostra. Esta reação foi monitorada 

espectrofotometricamente a 660 nm e a taxa de branqueamento é inversamente relacionada à 

TAC da amostra. A velocidade da reação foi calibrada com Trolox, que é largamente utilizado 

como um padrão para os ensaios de medição tradicional de capacidade antioxidante. Os 

resultados foram expressos em equivalentes de µmol de Trolox por grama de tecido 

(µmol·eqtrolox/g tecido). O ensaio tem uma excelente precisão, superior a 97%. 

 

4.5.5 CONTEÚDO DE TIÓIS TOTAIS 

  

A medida de tióis totais foi conduzida conforme descrito por AKSENOV & 

MARKESBERY (2001). Para tanto, a amostra foi misturada a tampão PBS/EDTA (pH= 7,5) e a 

ácido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB, 10 mM). Após 30 minutos de incubação, à 

temperatura ambiente, as absorbâncias foram lidas a 412 nm (Espectrofotômetro T60, PG 

Instruments). A medida de TNB formado foi calculada conforme a fórmula:  

TNB = (A412 - A412sem proteína – A412sem DTNB)/ ∆412TNB, onde: 

∆412TNB = 14.150 M
-1

.cm
-1

, A412 é a absorbância da amostra; A412sem proteína é a 

absorbância do meio reacional sem amostra; A412sem DTNB é a absorbância do meio sem DTNB. Os 

resultados foram expressos em mmol/mg tecido. 

 

4.5.6 SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD) 

 

A atividade da enzima SOD foi determinada conforme ensaio proposto por 

FRIDOVICH & MISRA (1972), cujo método consiste em avaliar indiretamente a ação desta 

enzima, que ao neutralizar os radicais superóxido gerados durante a auto-oxidação da adrenalina 

reduz a formação de adrenocromo, um subproduto colorido desta auto-oxidação e que pode ser 

medido em comprimento de onda de 480 nm.  



28 

 

Inicialmente realizou-se uma leitura temporal das absorbâncias (Espectrofotômetro T60, 

PG Instruments) da adrenalina (60 mM, pH= 2), em meio contendo tampão glicina (pH= 11,3). 

Em pH elevado a auto-oxidação é favorecida e o equipamento registrou a formação de 

adrenocromo característica. Em seguida, realizou-se a leitura da absorbância das amostras, cada 

qual nos volumes de 15 e 30 µL em presença de 50 µL de adrenalina. Neste caso, em função da 

presença de SOD nas amostras, menos adrenocromo foi formado. O ensaio proporciona uma 

medida indireta da atividade enzimática, e por isso os resultados foram expressos em unidades de 

SOD por miligrama de proteína, que representou a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% 

a velocidade de auto-oxidação da adrenalina. 

 

 

4.6 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS  

 

 A quantificação de proteínas foi realizada pelo método colorimétrico descrito por 

LOWRY et al. (1951), em espectrofotômetro SP-22, BIOSPECTRO, em comprimento de onda 

de 625 nm. O conteúdo de proteínas da amostra foi calculado com base nas absorbâncias desta e 

de um fator de calibração obtido de uma curva-padrão de albumina.  

 

4.7 ESTIMATIVA DA PERDA DE MASSA MUSCULAR ESQUELÉTICA 

 

Para se estimar a perda de massa muscular esquelética durante o envelhecimento, se 

calculou a razão entre o peso do músculo sóleo e o peso corporal obtido previamente à morte de 

cada rato, conforme descrito por ALTUN et al. (2007).  

 

4.8 PARÂMETROS PLASMÁTICOS  

 

 O plasma foi utilizado na análise da concentração de glicose, triglicerídeos, 

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

(LABTEST), seguindo as recomendações do fabricante. 
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4.9 RAIO-X DO FÊMUR 

 

Para a análise radiográfica do fêmur, esse osso foi cuidadosamente liberado dos tecidos 

adjacentes imediatamente após sua retirada do rato. O fêmur limpo foi congelado a -80 
o
C até sua 

análise. No dia do raio-X, cada fêmur 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 Clínica Veterinária AMAVET- Laboratório 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.PSI, Shangai, China). A análise das imagens radiográficas foi feita com o uso do software I-

Ray Vet (I-Ray Technology, Xangai, China). Os seguintes parâmetros foram usados nas 

avaliações: comprimento e largura do fêmur; espessura do osso cortical em suas regiões medial e 

lateral, e espessura total da cortical (lateral+medial); largura da cavidade medular; radiolucência; 

radiopacidade; remodelamento no colo do fêmur; presença de esclerose no osso cortical e 

cavidade medular; fratura; e ocorrência de osteófito. As medidas foram tomadas da cabeça 

femoral aos côndilos femorais e do aspecto medial para o lateral. As medidas da largura da 

cortical e dacavidade medular foram tomadas sempre na região mediana da diáfise.  

 As radiografias foram avaliadas por um veterinário com formação e experiência em 

radiologia veterinária. O veterinário era cego aos grupos experimentais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

a

a 
b 

Figura 7: Radiografias do osso fêmur direito de rato Wistar adulto, em vista lateral para medial (a) e 

frontal (b), em direções dorsoventrais. 
 

 

a b 
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4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Previamente a realização do estudo se fez o cálculo do “n” (número mínimo de animais) 

utilizando o software WIN PEPI, versão 9.1. Este cálculo foi baseado em dados prévios 

comportamentais e de morfometria e imunoistoquímica 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; FERNÁNDEZ et al., 2007; SCHWARZ et al., 

2009). Foi estabelecido um nível de significância de 0,05, poder estatístico de 95%, assumindo 

uma perda de 20% para esse estudo. A análise resultou em número amostral de 8 (oito) 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 análise estatística, os dados de ratos sedentários foram comparados entre as 

diferentes idades para mostrar o efeito do envelhecimento. Os dados de ratos treinados foram 

comparados a ratos sedentários para mostrar o efeito do exercício regular de baixa intensidade em 

ratos com diferentes idades. Para ambas as comparações, os dados foram analisados por dois 

pesquisadores independentes, um dos quais era cego aos grupos experimentais. Quando houve 

inconsistência nos resultados dos dois pesquisadores, um terceiro pesquisador analisou os dados, 

e o resultado final foi a média dos resultados obtidos pelos três pesquisadores.  

As análises estatísticas foram realizadas usando SigmaPlot versão 11.0 (Systat Software 

Inc., Chicago, IL) ou Prism 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA) para Windows. A 

distribuição gaussiana normal dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto o 

teste de Levene foi usado para analisar a homogeneidade da variância. Para analisar o efeito do 

envelhecimento, os dados dos parâmetros metabólicos (glicemia, triglicerídeos, colesterol total e 

HDL colesterol) e do teste da barra estreita foram analisados mediante emprego do teste de 

Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. Os dados de peso corporal, razão entre peso do 

músculo sóleo e peso corporal, teste de marcação das patas e os dados dos biomarcadores 

oxidativos foram analisados mediante emprego do teste de análise de variância (ANOVA) de 

uma via seguido do pós-teste de Tukey. O coeficiente de correlação de Pearson foi usado para 

analisar a correlação entre o peso corporal e a razão entre peso do sóleo 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 pós-teste de 

Tukey. Os dados do peso corporal foram analisados usando ANOVA de uma via seguido do pós-

teste de Tukey. As diferenças foram consideradas significativas quando a análise estatística 

apresentou P<0,05. Os dados foram apresentados como média ± erro padrão. 

 

 

4.14 DISPOSIÇÃO FINAL DOS RESÍDUOS DA PESQUISA 

 

4.14.1 RESÍDUOS QUÍMICOS 

 Os resíduos químicos foram acondicionados em embalagens adequada, 

previamente identificadas e encaminhados ao Centro de Gestão e Tratamento de Resíduos 

Químicos da UFRGS para procedimento correto de sua eliminação. 

 

4.14.2 RESÍDUOS BIOLÓGICOS 

 O lixo biológico, após acondicionamento correto e identificação, foi encaminhado 

ao CREAL do Instituto de Ciências Básicas da Saúde para sua devida eliminação. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1 ARTIGO 1 
 

 Este artigo mostra as variações relacionadas à idade e os efeitos do exercício físico 

de baixa intensidade sobre a marcha e o equilíbrio em ratos wistar machos. É mostrado ainda o 

efeito do envelhecimento e do exercício físico regular sobre a atividade de biomarcadores de 

estresse oxidativo em medula espinhal. Ainda, o artigo mostra os efeitos do avanço da idade e do 

exercício físico sobre peso corporal, valores plasmáticos de glicose, triglicerídeos, colesterol total 

e HDL colesterol, e relação entre peso do músculo sóleo e peso corporal. 

Este artigo foi publicado na Revista Brazilian Journal of Medical and Biological 

Research em junho de 2019. 

 

Citação 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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5.2 ARTIGO 2 

 

 

 Este artigo mostra o efeito do envelhecimento e do exercício físico de baixa 

intensidade sobre a atividade de biomarcadores de estresse oxidativo em regiões cerebrais, como 

tronco encefálico, cerebelo e córtex cerebral, em ratos Wistar machos com idades variadas. Além 

disso, o artigo mostra o efeito do envelhecimento e do exercício físico sobre algumas medidas 

radiográficas do fêmur. 

Este manuscrito está em análise na revista Brazilian Journal of Medical and Biological 

Research. O comprovante da submissão é mostrado como ANEXO II.  
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6. DISCUSSÃO 

 

 O presente estudo avaliou até o momento o efeito do envelhecimento e do 

exercício físico de baixa intensidade sobre as alterações no passo, IFI, equilíbrio e biomarcadores 

oxidativos em medula espinal e áreas encefálicas como tronco encefálico, cerebelo e córtex 

cerebral em ratos Wistar. Foi avaliado ainda o efeito dessas condições sobre indicador de perda 

de massa muscular esquelética, medidas radiográficas no fêmur, peso corporal, e valores 

plasmáticos de glicose, triglicerídeos, 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 alterações 

significativas nos valores plasmáticos de glicose em ratos de 3, 6, 18 e 24 meses também está de 

acordo com dados da literatura (GHEZZI et al., 2012). A redução nesse parâmetro em ratos 

idosos pode se relacionar à senescência. Foi demonstrado que o tempo médio de vida de ratos da 

linhagem Wistar é 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 variação significativa nos 

valores plasmáticos de triglicerídeos pode estar associada à alimentação dos ratos previamente a 

sua morte. Segundo BOUDET et al. (1988), não houve variações significativas nos valores 

plasmáticos de triglicerídeos 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 alterações que são comumente 

encontradas durante o envelhecimento na linhagem de ratos Wistar. 

 Os estudos mostram que o avanço da idade modula continuamente aspectos 

básicos do comportamento, como locomoção (ALTUN et al., 2007) e equilíbrio (SMITH, 2016). 

Assim, nosso estudo analisou as respostas de ratos com diferentes idades aos testes da barra 

estreita e da marcação das patas com o intuito de mostrar déficits sensório-motores durante o 

envelhecimento. O pior desempenho de ratos velhos e idosos no teste da barra estreita, e as 

variações no comprimento da passada, estão de acordo com dados da literatura (ALTUN et al., 

2007; BROWN et al., 2003). Porém, os estudos prévios não 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 às encontradas em nosso estudo para ratos dessa idade, essa 

similaridade reforça não 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 avanço da idade, mas em ratos idosos ele retorna a valores similares ao 

que se observa em animais jovens.   

Assim como o comprimento da passada, o 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 àqueles encontrados em ratos jovens. Assim, pode-se sugerir que 

os comprimentos do passo e da passada aumentam durante o envelhecimento até a idade de 24 

meses, seguido por pequena redução. Por este motivo, aos 30 meses os valores encontrados são 

similares àqueles de ratos jovens, apesar das mudanças no peso corporal e tamanho dos animais.     

Diferente dos comprimentos do passo e da passada, a largura do passo aumentou durante 

o envelhecimento, e o maior valor foi encontrado aos 30 meses. Sabe-se que um passo estável 

requer controle da posição do centro de massa corporal em relação à base de sustentação 

(BRUJIN; DIEEN, 2018; MUSIENKO et al., 2012). Assim, é possível que o aumento na largura 

do passo seja uma estratégia compensadora para manter o centro de massa corporal dentro de 

uma base estável de sustentação nos ratos idosos. Como a locomoção depende do status postural 

em cada momento durante o passo, com ou sem perturbações (MUSIENKO et al., 2012), não se 

pode descartar que as alterações no comprimento do passo e da passada, e largura do passo, 

contribuíram para o pior desempenho de ratos velhos e idosos no teste da barra estreita.  

Todavia, é preciso também considerar o efeito da idade sobre a massa muscular 

esquelética. É sabido que a massa muscular esquelética declina com o avanço da idade em 

humanos e ratos (PANNÉREC et al., 2016; BROWN et al., 2003). Segundo PANNÉREC et al. 

(2016), a sarcopenia se traduz diretamente em déficits na locomoção. Como nossos resultados da 

relação peso do músculo sóleo e peso corporal mostraram tendência à redução nos ratos velhos e 

idosos, esse resultado sugere queda na massa muscular esquelética durante o envelhecimento. 
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Assim, não se pode descartar a contribuição da sarcopenia nas respostas de ratos velhos e idosos 

ao teste da barra estreita e ao teste da marcação das patas, pois o passo requer coordenação entre 

o tronco e os membros para mover o corpo para frente, enquanto mantendo o equilíbrio dinâmico 

(MUSIENKO et al., 2012).  

O IFI, outro parâmetro analisado no teste de marcação das patas, também mudou com o 

avanço da idade. Este índice constitui uma medida fácil e indicativa da condição do nervo 

isquiático em ratos, e é facilmente aplicável a grandes populações (de MEDINACELI et al., 

1982). Segundo esses autores, os valores do IFI estão na faixa de normalidade quando próximos a 

zero para ratos jovens. Como os valores do IFI obtidos em ratos de 3, 6 e 18 meses foram 

próximos a zero, esse resultado indica função 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 índice muito sensível (de MEDINACELI et al., 1982). Assim, as alterações no 

valor do IFI em ratos velhos e idosos pode ser indicativo de lesão nesse nervo. De fato, diversos 

estudos mostraram alterações morfofuncionais em nervo com o avanço da idade. Em nervo tibial 

de ratos com idade de 24 meses se observou redução na área ocupada por axônios mielinizados e 

não-mielinizados, na densidade de fibras mielinizadas e no número de fibras mielinizadas com 

morfologia similar a encontrada em ratos de 10 meses (KRAUSE NETO et al., 2017). Em 

humanos, o envelhecimento está associado a uma atrofia significante em fibras mielinizadas de 

grande calibre no nervo isquiático, o que ocorre paralelo a um aumento em fibras nervosas com 

aspecto regenerado, por possuírem camada de mielina muito mais fina (UGRENOVIC et al., 

2016). Em um estudo longitudinal em nervo isquiático de camundongo da linhagem C57BL/6J, 

os autores observaram um acúmulo crescente em muitas proteínas relacionadas ao citoesqueleto e 

funções proteolíticas nesse nervo, o que levou os autores a sugerirem prejuízo no transporte 

axonal e disfunção em mecanismos de degradação durante o envelhecimento (KRISHNAN et al., 

2016). Segundo esses autores, a proporção de axônios com agregados elétron-densos duplicou em 

camundongos com idades entre 17 e 27 meses. Assim, as alterações nos valores do IFI em ratos 

de 24 e 30 meses possivelmente se relaciona a alterações morfofuncionais nesse nervo.   

Os estudos mostram que o envelhecimento também provoca alterações progressivas em 

parâmetros fisiológicos, incluindo aumento de ROS no SNC. Em medula espinal, o avanço da 

idade aumentou a oxidação de proteínas (von LEDEN et al., 2017). No encéfalo, a 

vulnerabilidade ao estresse oxidativo parece variar nas diferentes regiões encefálicas (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 radiográficas em fêmur. Após, será apresentada a discussão 

referente ao efeito do exercício físico sobre os parâmetros avaliados no presente estudo.  

O envelhecimento provocou aumento na SAG e nos valores de H2O2em medula espinal 

lombossacral. Como o avanço da idade aumentou a formação de ROS em medula espinal (von 

LEDEN et al., 2017; YONUTAS et al., 2015), nossos resultados estão de acordo com os dados da 

literatura. Todavia, nosso estudo é o primeiro a mostrar que o aumento em ROS está associado a 

acréscimos na SAG e H2O2 na medula espinal. Como aumento na formação de ROS pode 

ultrapassar o nível de tolerância das células e levar a dano oxidativo, apoptose e necrose 

(RADAK et al., 2013), é provável que o aumento na SAG e H2O2 durante o envelhecimento 

contribuiu para as alterações no passo e no equilíbrio de ratos velhos e idosos. A medula espinal é 

um conector e integrador vital, o qual transmite e processa informações sensoriais e motoras entre 

o encéfalo e a periferia, a fim de controlar uma variedade de processos fisiológicos 

(PARKINSON et al., 2016), incluindo locomoção e equilíbrio (MUSIENKO et al., 2012). Como 

a SAG e os valores de H2O2 estavam aumentados na medula espinal dos mesmos ratos que 

apresentaram déficits no teste da barra estreita e variações em parâmetros do passo, não se pode 

descartar a possibilidade de relação entre os resultados. Porém, é impossível nesse momento 

estabelecer uma relação 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 relação entre déficit comportamental e aumento na SAG e H2O2 em ratos 

velhos e idosos é possível, embora estudos mais detalhados sejam necessários para o completo 

entendimento desta relação.  

Interessantemente, a SAG e os valores de H2O2 foram similares no segmento 

lombossacral da medula espinal de ratos com idades de 24 e 30 meses. Uma possível explicação 

para a similaridade pode ser alterações funcionais induzidas pela idade. Foi demonstrada 

produção elevada de H2O2 em mitocôndrias obtidas de encéfalo de ratos com 24 meses de idade 

(PETROSILLO et al, 2013). Segundo esses autores, o conteúdo de citocromo c (complexo 

enzimático da cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial interna, a qual 
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catalisa a transferência de elétron do citocromo c para o oxigênio molecular) permaneceu 

constante em ratos de 24 meses, embora suas funções estivessem prejudicadas. Assim, é possível 

que a inexistência de mudanças significativas na SAG e H2O2 pode estar relacionada à 

manutenção do conteúdo da enzima citocromo c, paralelo ao déficit em sua funcionalidade em 

ratos de 30 meses. Porém, é preciso também considerar que a elevação na SAG e H2O2 nas idades 

de 24 e 30 meses pode estar associada a alterações neuroquímicas relacionadas à idade. É sabido 

que há alterações em neurotransmissores no tecido nervoso de ratos envelhecidos, sendo a 

medula espinhal mais prejudicada do que outras regiões do SNC em ratos com idade de 30 meses 

(VIRGILI et al., 2001). As ROS são geradas nas células em condições oxidativas e ativam rotas 

de sinalização celular (WINTERBOURN, 2015). 

 Nosso estudo também analisou conteúdo de tióis totais na medula espinal, por estes 

constituírem principal sistema antioxidante no corpo e desempenharem papel significativo nas 

defesas frente às ROS (PRAKASH et al., 2009). Os resultados mostraram que o conteúdo de tióis 

totais diminuiu gradativamente durante o envelhecimento, mas a redução foi muito mais 

acentuada no tecido de ratos idosos. A queda em tióis totais com o avanço da idade está de 

acordo com um estudo anterior realizado em ratos Wistar com idade de 24-26 meses (BALU et 

al., 2005). Assim, nosso estudo não apenas reforça a redução em tióis totais com o avanço da 

idade, mas adiciona novidade por mostrar pela primeira vez os valores de tióis totais na medula 

espinal de ratos com idades de 18 e 30 meses. É sugerido que a queda em tióis totais é um 

indicador de redução na eficiência do mecanismo de S-tiolação, o que estabelece risco aumentado 

de oxidação irreversível de Grupos –SH de proteínas (BALU et al., 2005). Com base nessa 

sugestão, os resultados do presente estudo indicam que a oxidação irreversível de grupos –SH de 

proteínas ocorre ao longo do envelhecimento, mas é maior na medula espinal de ratos velhos e 

idosos. É sabido que a oxidação de proteínas modifica aminoácidos e a agregação e fragmentação 

de proteínas (BALU et al., 2005). Desta forma, pode-se sugerir que as alterações em proteínas 

estão elevadas em medula espinal de ratos idosos. Apesar de prematuro especular sobre a 

contribuição das alterações em proteínas nas respostas comportamentais dos ratos velhos e 

idosos, a relação entre os eventos parece possível devido ao importante papel da medula espinal 

na locomoção e equilíbrio, como foi previamente apresentado.    

 A diminuição no conteúdo de tióis totais pode ter alguma relação com o H2O2. A 

oxidação de tióis ocorre por um mecanismo envolvendo dois-elétrons, comumente com 
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envolvimento de H2O2 (WINTERBOURN, 2015). Segundo esse autor, o superóxido reage com 

tiol, porém, essa reação é lenta, no mínimo para moléculas pequenas, e a reação não é uma 

transferência direta de elétrons, mas ela gera radical tiil, o qual regenera superóxido e forma 

dissulfide como principal produto. Esta é uma reação em cadeia, mas a mesma é breve, 

possivelmente pelo motivo do superóxido reagir com intermediários e, assim, não é provável uma 

competição entre tióis e SOD (WINTERBOURN, 2015). De fato, a atividade da enzima SOD, a 

qual converte ânion superóxido em H2O2 (POLJSAK et al., 2013), aumentou na medula espinal 

durante o envelhecimento.  

Apesar de o avanço da idade reduzir tióis totais, a TAC aumentou na medula espinal de 

ratos com idades de 6, 18, 24 e 30 meses. Os tióis parecem constituir o principal determinante da 

TAC em homogeneizado de tecidos (BALCERCZYK et al., 2003). Porém, a TAC representa 

componentes antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos (SAHIN et al., 2014). Segundo 

BALCERCZYK et al. (2003), a adaptação ao estresse oxidativo pode envolver mobilização de 

outros mecanismos do que aumento no conteúdo de tióis. No presente estudo, a atividade da 

enzima SOD aumentou na medula espinal durante o envelhecimento. Assim, pode-se pensar que 

este acréscimo tenha alguma relação com o aumento da TAC. As prováveis alterações complexas 

entre sistemas antioxidantes e pró-oxidantes pode estar contribuindo para a ausência de variações 

significativas nos valores de hidroperóxidos lipídicos na medula espinal com o avanço da idade.  

No encéfalo, as variações em parâmetros de estresse oxidativo foram dependentes da 

região. Em tronco encefálico e cerebelo, os resultados do presente estudo mostraram acréscimo 

pequeno nos valores de hidroperóxidos lipídicos em ratos com idade de 24 meses, mas o aumento 

foi significativo aos 30 meses. O aumento na oxidação de lipídeos em regiões encefálicas 

distintas parece ser evento comum durante o envelhecimento. Os valores de peróxidos lipidicos e 

hidroperóxidos lipídicos aumentaram gradativamente em tronco encefálico e cerebelo de ratos 

machos albinos de 6, 13, 19 e 24 meses comparado a 3 meses (GUPTA et al., 1991). Nossos 

resultados não apenas reforçam o aumento em tronco encefálico e cerebelo de ratos velhos, mas 

mostram pela primeira vez que o acréscimo é maior em ratos de 30 meses. A falta de alterações 

significativas aos 6, 18 e 24 meses pode se relacionar a bioenergética mitocondrial. Fatores como 

genética, proteômica e ambiente parecem influenciar a variações 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 não 

encontrou alterações significativas no conteúdo de hidroperóxidos lipídicos em córtex cerebral de 

ratos velhos e idosos. Uma explicação plausível pode ser o uso de todo o telencéfalo no estudo de 

GUPTA et al. (1991), enquanto o presente estudo usou apenas córtices cerebrais. Todavia, o 

conteúdo de peróxidos lipídicos aumentou significativamente em córtex cerebral de ratos Wistar 

de 24 meses comparado a 3 meses (Souza et al., 2018), e em córtices frontal e temporal de ratos 

de 18 meses comparado a 10 meses (MIZUNO; OHTA, 1986). Nesses estudos, a determinação 

de peróxidos lipídicos foi feita pelo uso de técnica diferente da usada no presente estudo. Ainda, 

nosso estudo não avaliou hidroperóxidos lipídicos em regiões corticais específicas. 

Possivelmente estas sejam a causa da diferença entre nossos resultados e aqueles da literatura. 

Nas áreas encefálicas avaliadas no presente estudo, o conteúdo de tióis totais reduziu 

significativamente em ratos velhos e idosos. Essa queda em tióis totais em regiões encefálicas, 

durante o envelhecimento, está de acordo com dados da literatura (MOYSE et al., 2019; SOUZA 

et al., 2018). A novidade do presente estudo é a demonstração de que a redução é similar em ratos 

com idades de 24 e 30 meses. Considerando que o conteúdo de tóis totais também reduziu em 

medula espinal lombossacral de ratos velhos e idosos, a queda em tióis totais parece ser evento 

comum no SNC de ratos envelhecidos. Como a queda em tióis totais se relaciona com diminuição 

no mecanismo de S-tiolação, como apresentado previamente, pode-se sugerir que este mecanismo 

está reduzido no SNC de ratos Wistar velhos e idosos.  

Interessantemente, a TAC aumentou apenas em tronco encefálico de ratos mais velhos. 

Foi demonstrado que a TAC reduziu em córtex cerebral, cerebelo e tronco encefálico de ratas 

Wistar de 24 meses comparado a 3 meses (BRAIDY et al., 2014). No momento, não é possível 

explicar essa diferença, mas pode-se sugerir que a alteração na TAC induzida pelo 

envelhecimento depende do sexo na linhagem Wistar. Essa sugestão parece plausível porque 

diferenças sexuais foram observadas em valores de óxido nítrico e defesas antioxidantes em 

regiões encefálicas de rato (TASKIRAN et al., 1997). Considerando o aumento na TAC em 

tronco encefálico e medula espinal, pode-se sugerir que a alteração nesse parâmetro difere nessas 

regiões quando as mesmas são comparadas às mais superiores do neuroeixo. Porém, estudos mais 

detalhados são necessários para esclarecer essa sugestão. Contudo, a atividade da SOD não 

variou significativamente nas regiões encefálicas durante o envelhecimento. Assim, diferente da 

medula espinal, outros sistemas antioxidantes que não 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, não foram avaliados outros sistemas antioxidantes no presente estudo. 

Estudos futuros deste grupo de pesquisa abordarão essa questão.  

A falta de alterações 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 reforçam nossos resultados. Considerando 

a função da SOD, a manutenção de sua atividade indica que a conversão de ânion superóxido em 

H2O2 se mantém inalterada durante o envelhecimento. Porém, enquanto a atividade da SOD 

aumentou significativamente em medula espinal lombossacral de ratos velhos, o mesmo não 

ocorreu nas regiões encefálicas. Assim, a medula espinal parece exibir alterações na atividade da 

SOD que difere daquela do encéfalo durante o envelhecimento. É possível que esta diferença se 

relacione com função mitocondrial nesses tecidos. Segundo YONUTAS et al. (2015), a 

mitocôndria da medula espinal produz mais ROS e provoca mais dano oxidativo do que aquela 

no encéfalo, para qualquer idade do animal. Ademais, as alterações na função mitocondrial 

parecem ser dependentes da idade e da região encefálica (PANDYA et al., 2016).  

Paralelo às alterações em parâmetros oxidativos, o presente estudo analisou o efeito do 

envelhecimento sobre medidas radiográficas no fêmur. O aumento no comprimento e largura 

desse osso durante o envelhecimento está de acordo com dados da literatura (IIDA; FUKUDA, 

2002). Nesse estudo, os autores observaram que a densidade mineral total do fêmur aumentou até 

24 meses, seguido por pequeno decréscimo aos 30 meses, e essas alterações ocorreram 

paralelamente às mudanças no peso corporal. Como nosso estudo observou que o peso corporal 

de ratos Wistar aumentou até 24 meses, seguido por pequena queda aos 30 meses, é provável que 

as alterações no comprimento e largura do fêmur se relacionem às mudanças no peso corporal 

dos ratos.  

As alterações que ocorreram na cortical estão de acordo com dados da literatura onde 

foram usados outros métodos na avaliação (IIDA; FUKUDA, 2002; CUNNINGHAM et al., 

2018). A ausência de mudanças significativas na largura da medular sugere que o envelhecimento 

não induziu expansão nessa região do fêmur. Recentemente se observou que a medular não 

alterou significativamente em fêmur de camundongos de 10 e 16 meses de idade (BLANTON, 

2018). Assim, pode-se pensar que a falta de expansão da medular em fêmur é característica da 
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ordem Rodentia. Como a área de secção transversal da medular foi significativamente maior em 

homens velhos do que jovens, e essa alteração pareceu indicar reabsorção endosteal (ALLEN et 

al., 2012), pode-se sugerir que essa alteração não ocorreu em fêmur de ratos velhos. Segundo Iida 

and Fukuda (2002), enquanto a área cortical diminuiu, a trabecular aumentou com o avanço da 

idade, e isto poderia ocorrer devido a predominância de formação periosteal em vez de 

reabsorção endosteal devido ao padrão de remodelação em ratos, o que indicaria afinamento na 

espessura da cortical ao longo do envelhecimento. De fato, a radioluscência e o remodelamento 

no colo do fêmur aumentou em ratos velhos e idosos, o que poderia estar indicando redução na 

massa óssea. De acordo com LÓPEZ-LÓPEZ (2015), a densidade mineral óssea está 

marginalmente associada a uma maior frequência de lesões periapicais radioluscentes. A 

ocorrência de esclerose na cortical e medular pode estar indicando presença de processos 

inflamatórios induzidos pelo envelhecimento. Foi demonstrado que a produção de TNF-α e 

interleucina-6, citocinas pró-inflamatórias, estava aumentada em células mesenquimais do 

estroma de medula óssea de ratos velhos comparada a de animais jovens (FENGER et al., 1993). 

Considerando todos os dados radiográficos, pode-se sugerir que a radiografia permitiu inferir as 

alterações características em fêmur induzidas pelo envelhecimento. É possível que a ausência de 

osteófito em fêmur de ratos de 30 meses se relacione ao pequeno número de animais. Estudos 

futuros com maior número de ratos com idade de 30 meses poderão esclarecer essa questão.  

O presente estudo demonstrou ainda o efeito do exercício regular de baixa intensidade 

iniciado em fase tardia da vida sobre parâmetros metabólitos, comportamentais, oxidativos e 

radiográficos em ratos adultos, de meia-idade e velhos, uma vez que a atividade física regular 

constitui estratégia benéfica aos efeitos do envelhecimento e ainda há questões em aberto sobre 

intensidade e/ou frequência mais indicada para obtenção do benefício (FALCK et al., 2019; 

PARTADIREDJA et al., 2019; de SOUZA et al., 2018).  

Os resultados mostraram que o programa de exercício usado no presente estudo não 

modificou significativamente o ganho de peso corporal durante o envelhecimento, assim como os 

valores plasmáticos de glicose e triglicerídeos, o que está de acordo com dados da literatura 

(FENGER et al., 1993). O programa de exercício também não foi capaz de reduzir o valor de 

colesterol total e HDL colesterol, e prevenir a redução na relação peso do músculo sóleo e peso 

corporal, usado como indicador de perda da massa muscular esquelética. Foi demonstrado que 

ratos submetidos ao exercício de baixa intensidade por 12 semanas tiveram redução no colesterol 
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total (SINGULANI et al., 2017). O treinamento contínuo de intensidade moderada foi capaz de 

prevenir a queda no peso relativo do músculo sóleo em ratas da linhagem Sprague Dawley com 

idade de 18 meses (FENGER et al., 1993). O exercício de baixa intensidade (10 sessões de 

natação, realizado 5 vezes/semana, com duração de 45 minutos) preveniu o declínio induzido 

pelo envelhecimento na massa muscular (BROWN et al., 2003). Como a diferença entre nossos 

resultados e aqueles da literatura foi o tipo de programa de exercício e a frequência e/ou 

intensidade do exercício, é provável que esses fatores sejam a causa das diferenças nos resultados 

de colesterol e sarcopenia, como mostrado para exercício de intensidade moderada e alta. Foi 

demonstrado que o exercício de alta e moderada intensidade provocam respostas diferentes em 

indivíduos (CHALIMONIUK et al., 2015). Porém, estudos futuros com ratos de diferentes idades 

submetidos a exercício de intensidade e frequência diferentes são necessários para esclarecer 

nossa sugestão.  

Interessantemente, o exercício físico regular de baixa intensidade não provocou 

alterações significativas nos parâmetros do passo avaliados, mas melhorou significativamente o 

desempenho de ratos velhos no teste da barra estreita. Este teste avalia o equilíbrio simples 

(estático) no animal (ROND-REIG et al., 1997). É sabido que o caminhar requer uma complexa 

ativação de unidades motoras, a qual é coordenada por retroalimentação sensorial integrada em 

áreas corticais (FENG; YUAN, 2015). Nesse contexto, os resultados do presente estudo 

indicaram que o exercício de baixa intensidade, realizado por 12 semanas, melhora o equilíbrio 

estático, mas não a coordenação motora complexa envolvida no passo. Como as características do 

caminhar dependem do status postural a cada passo, com ou sem perturbações (GARCIA-MESA 

et al., 2016; MUSIENKO et al., 2012), não se pode descartar a contribuição da melhora no 

equilíbrio sobre parâmetros do passo. É possível que a falta de significância nos resultados 

relativos ao passo seja decorrente da necessidade de uma maior frequência e/ou intensidade do 

exercício. Em ratos submetidos à natação (10 sessões, realizadas 5 vezes/semana, com duração de 

45 minutos cada sessão), onde diferentes obstáculos 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). É possível que alterações no programa de exercício de baixa 

intensidade também provoquem mudanças no IFI. Desta forma, o efeito de diferentes frequência 

e intensidade de exercício de baixa intensidade sobre parâmetros do passo deverão ser 
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futuramente avaliadas para estabelecer a condição mais adequada para induzir alterações 

benéficas no passo.   

 A duração e/ou intensidade de exercício provavelmente também sejam fatores 

importantes para a ausência de alterações significativas nos parâmetros oxidativos em medula 

espinal. Recentemente foi demonstrado que a realização de exercício moderado em esteira por 

período prolongado (com 50% da capacidade máxima, realizado por 40 minutos/dia, 5 

vezes/semana, durante 10 semanas) reduziu significativamente os valores de H2O2 em medula 

espinal de ratos velhos da linhagem Lewis (MELO et al., 2019).  

Diferentemente da medula espinal, o exercício aumentou os valores de hidroperóxidos 

lipídicos em tronco encefálico de ratos jovens e de meia-idade. Porém, ele reduziu esse parâmetro 

em tronco encefálico aos 24 meses, sem alterações significativas em cerebelo e córtex cerebral 

em qualquer idade. Segundo JOLITHA et al. (2006), as diferenças na peroxidação de lipídeos em 

distintas regiões encefálicas poderia ser atribuída ao diferente consumo de oxigênio. Uma meta-

análise recente mostrou que enquanto 62% das pesquisas avaliadas não relataram acréscimo na 

lipoperoxidação de lipídeos em córtex cerebral, tronco encefálico e cerebelo após a realização de 

exercício moderado, 15% do total dos estudos considerados na meta-análise encontraram 

aumento nesse parâmetro em regiões encefálicas (de SOUZA et al., 2018).  Como os autores 

comentaram que as diferenças pareciam relacionar-se a intensidade e/ou frequência do exercício, 

esta pode ser também a causa das diferenças entre nossos resultados e aqueles da literatura.   

As diferenças em intensidade e/ou frequência do exercício também pode ser a causa de 

divergências nos resultados dos parâmetros antioxidantes nas regiões encefálicas. Segundo de 

SOUZA et al. (2018), os protocolos de exercício em ratos com duração de 20 a 30 minutos, por 

um período de até 8 semanas, não provocaram alterações no equilíbrio enzimático antioxidante, 

mas exercícios aeróbicos 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 córtex cerebral. 

Foi demonstrado que o treinamento de endurance de intensidade moderada aumentou 

significativamente a atividade de antioxidantes, como a enzima SOD, principalmente em 

neocórtex, mas acréscimos menores foram encontrados em cerebelo e estriado em ratos Wistar 

adolescentes (CHALIMONIUK et al., 2015). Assim, não se pode descartar a possibilidade de que 
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as diferenças entre nossos resultados e os da literatura se devem ao programa de exercício usado 

no presente estudo. 

A diferença na intensidade e/ou frequência do exercício pode também ser a causa da 

falta de recuperação do conteúdo de tióis totais nas diferentes regiões encefálicas. Em ratos 

adolescentes, o treinamento de endurance aumentou o conteúdo de glutationa total em córtex 

cerebral, cerebelo e mesencéfalo (CHALIMONIUK et al., 2015). Porém, o exercício em esteira 

por 7,5 semanas não alterou significativamente os valores de glutationa em córtex cerebral, 

tronco encefálico e estriado de ratos jovens (SOMANI et al., 1995). Interessantemente, nosso 

estudo mostrou queda significante no conteúdo de tióis totais em tronco encefálico de ratos de 6 

meses que realizaram o exercício de baixa intensidade. Este resultado pode se relacionar a 

mecanismos diferentes estimulados pelo exercício nessa idade. Foi sugerido que o estresse 

oxidativo é capaz de promover alterações em diferentes vias dependendo não apenas da 

quantidade de ROS e espécies reativas de nitrogênio, mas do tipo da espécie reativa e de seus 

efeitos posteriores à sua formação (KRUK et al., 2019). 

O exercício foi capaz também de induzir melhora em medidas radiográficas no fêmur. 

Após sua realização, se observou diminuição na radioluscência e ausência de esclerose na 

medular. Considerando a discussão anteriormente apresentada sobre estas medidas em fêmur, os 

resultados seguem na direção de um efeito benéfico do exercício sobre a perda de massa óssea 

induzida pelo envelhecimento. Recentemente se mostrou que exercício (corrida em esteira por 40 

minutos/dia, 3 vezes/semana, durante 8 semanas) induz alterações que vão na direção de reverter 

os efeitos do envelhecimento em medula óssea de camundongos machos velhos (BAKER et al., 

2018). Em ratas Wistar velhas, o treinamento de força foi capaz de desencadear respostas 

fisiológicas que resultaram em alterações no microambiente ósseo, de modo a proporcionar 

benefícios a parâmetros biomecânicos nesse tecido (SINGULANI et al., 2017). Todavia, um 

estudo recente mostrou que o exercício de intensidade moderada, mas não o de baixa intensidade, 

realizado 4 vezes/semana durante 4 semanas, retornou o número 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 redução na 

radioluscência no femur de ratos velhos que realizaram exercício, é possível que o tempo maior 

de exercício esteja indo na direção de menor ressorção óssea. Mais estudos são necessários para 

esclarecer essa questão.  
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Considerando os resultados obtidos por nós até o momento, pode-se sugerir que as 

alterações induzidas pelo exercício regular de baixa intensidade nos parâmetros oxidativos no 

SNC e nas medidas radiográficas do fêmur estão contribuindo para a melhora no equilíbrio de 

ratos velhos. Essa relação é plausível uma vez que as determinações foram feitas usando o 

mesmo animal. Outro apoio é a sugestão de que o exercício induz melhora pequena no equilíbrio 

e flexibilidade, mas promove benefícios moderados a grandes na capacidade de força e 

funcionalidade do corpo, esses últimos com papel importante na manutenção de uma 

independência em humanos velhos e idosos (FALCK et al., 2019). Todavia, é preciso considerar 

que nosso estudo teve uma forte limitação: o pequeno número de ratos por grupo. Essa limitação 

enfraqueceu comparações entre os grupos e, assim, poderia ter induzido resultados falso 

negativos. Um apoio a essa sugestão foi a comparação estatística que, na maior parte das vezes, 

resultou em resultados limítrofes na direção de significância entre as comparações. Isso pode ser 

visualizado em uma observação detalhada das figuras. Assim, não é possível afirmar que o 

exercício regular de baixa intensidade não modifica parâmetros 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 questão precisa ser avaliada em um número maior de 

ratos. Também necessita ser feito comparações entre as respostas dos parâmetros aqui abordados 

em condições de exercício de baixa intensidade com diferentes frequência e intensidade. Deve ser 

também feito estudos dos parâmetros comportamentais, oxidativos e radiográficos em situação de 

exercício de moderada e alta intensidade, a fim de comparação com os de baixa intensidade. A 

realização dessas comparações poderá estabelecer a intensidade de exercício necessária para 

prevenir alterações induzidas pelo envelhecimento. Porém, apesar de limitações, nossos dados em 

conjunto (para revisão ver Figura 8) reforçam o benefício do exercício de baixa intensidade sobre 

o equilíbrio e segue na direção de efeito benéfico desse tipo de exercício sobre passo, 

funcionalidade do nervo isquiático, parâmetros oxidativos no SNC, e perda de massa óssea e 

muscular. Assim, os dados do presente estudo se somam àqueles da literatura que mostram que 

exercício físico é uma das melhores estratégicas para um envelhecimento saudável.       
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Figura 8: Esquema mostrando breve resumo dos resultados do presente trabalho referentes aos parâmetros do passo e 

equilíbrio, biomarcadores oxidativos no sistema nervoso central, e alterações no osso fêmur de ratos sedentários e 

exercitados. Foram omitidos os dados dos efeitos do envelhecimento e do exercício de baixa intensidade em esteira 

sobre peso corporal, valores plasmáticos de glicose, triglicerídeos, colesterol total e HDL colesterol, relação entre 

peso do músculo sóleo e peso corporal, e medidas radiográficas no fêmur. HL: hidroperóxidos lipídicos; TAC: 
capacidade antioxidante total; SOD: superóxido dismutase (Elaborado pela autora).    
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7- CONCLUSÃO 

 

 

Este trabalho avaliou os efeitos do envelhecimento e do exercício físico regular de baixa 

intensidade em esteira sobre: 1) parâmetros da marcha e equilíbrio; 2) alterações de massa 

muscular esquelética e aspecto radiográfico do osso fêmur; e 3) biomarcadores oxidativos em 

medula espinhal, tronco encefálico, cerebelo e córtex cerebral em ratos Wistar machos.  

Os resultados em ratos sedentários mostraram que o envelhecimento: 

- Aumentou os comprimentos da passada e do passo até os 24 meses, seguido de pequena 

redução aos 30 meses; aumento gradativo na largura do passo, com largura maior na idade de 30 

meses. 

- Determinou índice funcional do isquiático com valores na faixa de normalidade até 18 meses; 

aos 24 e 30 meses houve redução nesse índice, um indicativo de perda de funcionalidade nesse 

nervo, nessas idades.    

- Aumentou o número de deslizes das patas traseiras durante a travessia na barra estreita, bem 

como o tempo gasto nesse trajeto, todos indicativos de perda de equilíbrio corporal.  

- Provocou diminuição na massa muscular esquelética, e essa mudança correlacionou 

negativamente com o peso corporal. 

- Aumentou a geração de ânion superóxido e a formação de peróxido de hidrogênio em medula 

espinal lombossacral, paralelamente a uma redução nos tióis totais, aumentos na capacidade 

antioxidante total e atividade da enzima superóxido dismutase, sem qualquer alteração 

significativa em hidroperóxidos lipídicos nesse tecido.   

- Aumentou hidroperóxidos lipídicos no tronco encefálico e cerebelo aos 30 meses, mas não 

mudou significativamente esse parâmetro em córtex cerebral; reduziu tióis totais em tronco 

encefálico, cerebelo e córtex cerebral; aumentou a capacidade antioxidante total apenas em 

tronco encefálico aos 24 e 30 meses; e não alterou a atividade da enzima superóxido dismutase 

nessas regiões encefálicas.  

- Aumentou o comprimento e a largura do osso fêmur; aumentou a espessura na cortical, em suas 

regiões lateral, medial e total (medial+lateral), sem alterar significativamente a largura da 

cavidade medular desse osso; ainda no fêmur: ocorreu esclerose na cavidade medular e cortical; 
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aumento na radioluscência; radiopacidade não uniforme; deformidade óssea; remodelamento em 

pescoço femoral; e presença de osteófitos.  

- 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 triglicerídeos, todas alterações comumente encontradas durante o 

envelhecimento em ratos sedentários.      

O exercício regular de baixa intensidade, realizado 3 vezes/semana, durante 12 semanas: 

- Reduziu o número de deslizes e o tempo gasto na travessia da barra estreita, indicadores de 

melhora no equilíbrio corporal.  

- Reduziu a ocorrência de esclerose em cavidade medular e diminuiu a radioluscência no fêmur, 

modificações essas sugestivas de prevenção de perda óssea.  

- Não alterou significativamente os parâmetros do passo, a perda de massa muscular esquelética e 

as alterações nos parâmetros oxidativos em medula espinal. 

- Aumentou hidroperóxidos lipídicos em tronco encefálico aos 6 e 18 meses, com redução desse 

parâmetro nessa região aos 24 meses; reduziu tióis totais em tronco encefálico aos 6 meses; 

diminuiu a capacidade antioxidante total em córtex cerebral aos 24 meses; e reduziu a atividade 

da enzima superóxido dismutase em cerebelo aos 6 e 18 meses, mas aumentou essa atividade em 

córtex cerebral aos 18 meses. 

Em conjunto, os resultados seguiram na direção de efeito benéfico do exercício de baixa 

intensidade durante o envelhecimento, apesar de o estudo possuir limitações (número pequeno de 

ratos por grupo). Embora estudos complementares sejam necessários para melhor entendimento 

da relação entre exercício regular de baixa intensidade e variações em função locomotora e 

metabolismo oxidativo no SNC, os resultados do presente estudo reforçam o uso do exercício de 

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

 

Como perspectivas, propõe-se preparar grupos experimentais de ratos nas idades de 3 

meses e 30 meses, sedentários e treinados, para morte por perfusão intracardíaca e posterior 

coleta do SNC para avaliação por técnicas histológicas. Destaca-se que os grupos de ratos nas 

idades de 6, 18 e 24 meses para esse estudo foram previamente preparados, e o SNC coletados.   

Propõe-se ainda avaliar o padrão de distribuição da imunorreatividade ao receptor 

rianodina no SNC de ratos Wistar, machos, nas idades de 3, 6, 18, 24 e 30 meses, sedentários e 

treinados, avaliando especialmente o segmento lombossacral da medula espinal e as regiões do 

complexo nuclear vestibular, cerebelo e córtices cerebrais. O motivo desse estudo é que os 

receptores rianodina, proteínas transmembranais, atuam como canais de cálcio 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 proteína transmembrana 

denominada presenilina, tipos 1 e 2, e óxido nítrico sintase (NOS, do inglês nitric oxide synthase) 

do tipo neuronal (ABU-OMAR et al., 2018), pretende-se determinar o padrão de distribuição da 

imunorreatividade à proteína presenilina, tipo 1 e 2, e da reatividade a NADPH-diaforase, que é 

um marcador de atividade da NOS, nas mesmas regiões do SNC. Após, pretende-se determinar, 

por densitometria óptica, a intensidade das reações de imunoistoquímica e histoquímica. 

Posteriormente, será calculada a correlação entre os valores quantitativos obtidos por 

densitometria e os dos testes de equilíbrio e do passo, tanto para ratos sedentários como 

treinados.  

Sugere-se ainda avaliar, por técnica histológica de Hematoxilina e Eosina, o aspecto das 

camadas da glândula suprarrenal, a fim de inferir situação de estresse aos ratos. Propõe-se ainda 

avaliar parâmetros metabólitos e histológicos nos tecidos de gordura branca e marrom, e 

parâmetros oxidativos em fígado, coração e rim, todas essas avaliações com o intuito de mostrar 

que os ratos do presente estudo envelheceram exibindo processos comumente encontrados 

durante o envelhecimento.  
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