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RESUMO

Com a queda na taxa de natalidade e aumento da expectativa de vida, a população global está
envelhecendo. O envelhecimento é um fenômeno biológico ubíquo e caracterizado pela
deterioração dos mecanismos fisiológicos de regulação da homeostase. Por isso, o
envelhecimento é o fator de risco dominante para o desenvolvimento de doenças
crônico-degenerativas, incluindo aquelas que afetam o sistema cardiovascular. No entanto, os
mecanismos subjacentes ao envelhecimento cardiovascular ainda são pouco compreendidos.
Neste contexto, o objetivo deste projeto é avaliar as propriedades eletrofisiológicas do coração
in vivo e a função vascular ex vivo em camundongos envelhecidos e adultos. Para isso, foram
utilizados camundongos C57Bl/6 adultos (4-6 meses de idade) e envelhecidos (22-24 meses
de idade). As propriedades eletrofisiológicas basais e sob condições de estresse, induzidas por
dobutamina e cafeína, foram avaliadas por eletrocardiografia e ecocardiograma. Após a
eutanásia, a função vascular foi avaliada em um modelo ex vivo, através da reatividade
vascular em anéis de aorta. Amostras biológicas de coração e aorta foram coletadas para
mensurar a expressão gênica de marcadores de senescência celular. Todos os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o teste T de Student, e os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05. Este estudo tem o potencial de fornecer uma compreensão
valiosa sobre os mecanismos moleculares e celulares subjacentes ao envelhecimento
cardiovascular, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas para doenças
cardiovasculares relacionadas à idade.

Palavras-chave: envelhecimento; propriedades eletrofisiológicas; senescência celular;
reatividade vascular; expressão gênica.



ABSTRACT

With the decline in birth rate and increase in life expectancy, the global population is aging.
Aging is a ubiquitous biological phenomenon characterized by the deterioration of
physiological mechanisms of homeostasis regulation. Therefore, aging is the dominant risk
factor for the development of chronic-degenerative diseases, including those that affect the
cardiovascular system. However, the mechanisms related to cardiovascular aging are still
poorly understood. Thus, the objective of this project is to evaluate the electrophysiological
properties of the heart in vivo and vascular function ex vivo in aged and adult mice. For this,
adult (4-6 months old) and aged (22-24 months old) C57Bl/6 mice will be used. Basal
electrophysiological properties and under stress with dobutamine and caffeine will be
evaluated by electrocardiography. After euthanasia, vascular function will be evaluated in an
ex vivo model, through vascular reactivity in aorta rings. Biological samples of heart and
aorta will be collected to measure the gene expression of cellular senescence markers. All data
will be compared by Student’s T-test and the results will be considered significant when
p<0.05. This study has the potential to provide valuable insight into the molecular and cellular
mechanisms underlying cardiovascular aging, contributing to the development of therapeutic
strategies for age-related cardiovascular diseases.

Key-words: aging; electrophysiological properties; cellular senescence; vascular reactivity;
gene expression.
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1 - INTRODUÇÃO

1.1 - ASPECTOS DEMOGRÁFICOS DO ENVELHECIMENTO E IMPACTOS NA

SAÚDE PÚBLICA.

O ser humano nunca viveu tanto quanto na atual geração (Figura 1), a expectativa de

vida é a principal métrica para avaliar a saúde da população (IBGE, 2018). Mais ampla do que

a métrica estreita da mortalidade infantil, que se concentra apenas na mortalidade infantil, a

expectativa de vida capta a mortalidade no curso da vida. Ela nos diz a idade média de óbito

em uma população. Parte deste aumento na expectativa de vida se deve à queda na

mortalidade infantil (Figura 2). Em relação às sociedades pré-modernas (antes da

industrialização), a maioria dos dados são arqueológicos e históricos, com base em ossadas.

De acordo com esses dados, a mortalidade infantil foi estimada entre 40-50% durante a era do

Ferro (1200 aC -1000 dC): desde o Vale Nazca no Peru entre 400 aC e 550 dC, Roma antiga

(200 aC – 200 dC), Maiorca (Era do Ferro, 400 aC – 200 aC), até o Japão Medieval (1300 –

1400).

Figura 1: Envelhecimento no Brasil. A expectativa de vida dos brasileiros segue aumentando. No final do
século 19, a estimativa de vida era de 34 anos. Nos anos 2000, essa média deu um salto, com uma pessoa no país
vivendo até os 70 anos. Já a projeção feita pelo Instituto Brasileiro de Geografia Estatística para 2060 é de que
pessoas no Brasil possam viver em média até os 81 anos. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística. IBGE.

Pouco mudou na transição da idade média para a era moderna (1453 – 1789). O

primeiro país a coletar esse tipo de dado foi a Suécia, entre 1750 e 1780, com mortalidade

infantil em torno de 40% (HMD, 2023). No mesmo período, a Bavária (Alemanha) e a França

apresentavam números similares, entre 40-50%. Ou seja, em todos os cantos do mundo (pelo

menos), 50% das crianças morriam por alguma doença. No entanto, acredita-se que essas

estimativas são conservadoras. Levando em conta a elevada taxa de natalidade, se cada casal
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tivesse 4 filhos, a população dobraria a cada geração. (No entanto, nessa época o crescimento

populacional era estável. Após a industrialização, a taxa de mortalidade infantil caiu

progressivamente até atingir 19,5% na metade do século 20. Desde então, houve queda

pronunciada até os dias de hoje, ainda que em muitas nações, a taxa de mortalidade possa ser

>10% (Angola). Vários fatores contribuíram para o envelhecimento da população. O acesso

mais amplo ao conhecimento, facilitado pela internet, permitiu que as pessoas aprendessem

mais sobre a prevenção de doenças e a importância de uma alimentação saudável (IBGE,

2022). Além disso, melhorias nas condições de vida, incluindo saneamento adequado e acesso

à água tratada, também desempenharam um papel crucial; a melhoria nutricional e a elevação

dos níveis de higiene pessoal foram outros fatores importantes que contribuíram para o

aumento da expectativa de vida; como também, melhores condições ambientais, no trabalho e

nas residências resultaram em uma população mais saudável e, consequentemente, mais

longeva (KALACHE; VERAS; RAMOS, 1987). Essas mudanças, juntamente com a

diminuição da taxa de fecundidade e o aumento da longevidade, resultaram em um rápido

envelhecimento da população no Brasil, como indicado pelo Censo de 2022 (IBGE, 2022;

IBGE, 2023).

Ao mesmo tempo em que a expectativa de vida tem aumentado, a taxa de natalidade

tem diminuído progressivamente (Figura 3). O período pós-segunda guerra mundial vivenciou

o último crescimento na taxa de natalidade, caracterizando a geração baby-boomer, nos anos

1960. Nesta época, a taxa de fertilidade era de aproximadamente 5,3 filhos por mulher. Na

virada do milênio, a taxa de fertilidade já havia atingido 2,7 filhos por mulher. Hoje, este

parâmetro é de apenas 2,3 filhos. De acordo com a meta 3.2 dos Objetivos de

Desenvolvimento Sustentável, o Brasil precisa, até 2030, enfrentar as mortes evitáveis de

recém-nascidos e crianças menores de 5 anos, objetivando reduzir a taxa da mortalidade

infantil para no máximo cinco por 1.000 nascidos vivos e a mortalidade na infância para no

máximo oito por 1.000 nascidos vivos.
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Figura 2: Taxa de mortalidade infantil no Brasil. De acordo com o Cenário da Infância e Adolescência 2021, da
Fundação Abrinq, a taxa de mortalidade infantil (menores de 1 ano), é de 12,4 para cada 1.000 nascidos vivos e a
mortalidade na infância (menores de 5 anos), é de 14,4 para cada 1.000 nascidos vivos. Fonte: Ministério da
Saúde (MS)/Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS)/ Diretoria de apoio Administrativo ao Sistema de Saúde
(DASIS)/ Sistema de Informação de Nascidos Vivos (SINASC)e/ Secretaria de Vigilância em Saúde/
Coordenação Geral de Informações e Análises Epidemiológicas (CGIAE)/ Sistema de informações de
Mortalidade (SIM).

Figura 3: Brasil: Comportamento das taxas de natalidade e mortalidade e a evolução da população (1890 –

2100). Fonte: United Nations, DESA, Population Division. Licenced under Commons license CC BY 3.0 IGO.

United Nations, DESA, Population Division. World Population Prospects, 2022. http://popyulation.un.org/wpp/.

O resultado desse desequilíbrio demográfico é o envelhecimento populacional. Em

todo o mundo, a proporção de pessoas com 60 anos ou mais está aumentando de forma mais
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rápida do que qualquer outra faixa etária (IBGE, OMS, 2023) (Figura 4). Em 2025, a

população de envelhecidos será de cerca de 1,2 bilhão de pessoas. Até 2050, esse número

chegará a dois bilhões, com 80% dos envelhecidos vivendo em países em desenvolvimento

(OMS, 2002). O leste e o sudeste da Ásia abrigam a maior parcela (37%) da população idosa

do mundo em 2019 e espera-se que continue assim em 2050. A segunda maior parcela de

envelhecidos vive atualmente na Europa e na América do Norte (28,5%), que deverá diminuir

para 19,1% em 2050. A Ásia Central e do Sul abrigam um sexto da população idosa global

(16,9%) em 2019, número que deverá aumentar para um quinto (21%) em 2050 (ONU, 2024).

Entre 2019 e 2050, a América Latina e o Caribe verão um aumento em sua participação na

população idosa mundial de 8% em 2019 para 25% em 2050 (PAHO, 2024). A África

Subsaariana e o Norte da África e a Ásia Ocidental também experimentarão um aumento na

proporção de envelhecidos, de 5 para 7 por cento e de 4 para 6 por cento, respectivamente

(TELLES; BORGES, 2013). Este fenômeno tem levado a uma reorganização dos sistemas

públicos e privados de saúde, pois o envelhecimento é o fator de risco ubíquo e dominante

para o desenvolvimento de doenças crônico-degenerativas (NASRI, 2008).

Figura 4: Desequilíbrio demográfico acerca do envelhecimento populacional. Fonte: Organização Mundial da

Saúde (OMS), 2023.
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A população brasileira também vem sofrendo, nas últimas cinco décadas, transições

demográficas decorrentes de mudanças nos níveis de mortalidade e fecundidade, em ritmos

nunca vistos anteriormente. Essas mudanças fizeram com que a população passasse de um

regime demográfico de alta natalidade e alta mortalidade para outro, primeiramente com baixa

mortalidade e, a seguir, baixa fecundidade. De acordo com o censo demográfico gerado pelo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), enquanto no ano de 2021 a população

idosa (≥ 60 anos) correspondia a cerca de 10% da população total, em 2060 estima-se que

essa proporção aumentará para 25% (IBGE, 2018). Estes dados foram compilados pelas

Nações Unidas e representados na Figura 5.

Embora seja um reflexo positivo das melhorias nas condições de vida e na assistência

médica, o envelhecimento traz desafios relevantes, pois é o fator de risco dominante para o

desenvolvimento de doenças crônico-degenerativas. No Brasil, cerca de 70% dos

envelhecidos possuem pelo menos uma doença crônico-degenerativa, sendo as doenças do

aparelho circulatório (CID 10 – Capítulo IX) as principais causas de mortalidade em

envelhecidos (DATASUS, 2023). Além disso, esse grupo de doenças é a principal causa de

internações entre envelhecidos, totalizando 748.979 autorizações para internação hospitalar, o

que corresponde a 62,2% do total de internações para o Capítulo IX em 2022 (DATASUS,

2023).

Figura 5: Projeção do aumento da população idosa ≥ 60 anos. Fonte: IBGE/Diretoria de Pesquisas. Coordenação
de População e Indicadores Sociais. Gerência de Estudos e Análises da Dinâmica Demográfica.



19

Dessa forma, o envelhecimento populacional impõe desafios hercúleos a todas as

esferas do planejamento governamental, sobretudo àqueles referentes às políticas sociais e de

saúde. Particularmente, como 73% dos indivíduos com 60 anos ou mais, não possuem plano

de saúde, o envelhecimento populacional será acompanhado por um aumento nos gastos

ambulatoriais e hospitalares do Sistema Único de Saúde em cerca de 37% e 47%,

respectivamente (LIMA-COSTA; BARRETO; GIATTI, 2003; CARNEIRO; CAMPINO;

LEITE, 2013). Do ponto de vista monetário, as doenças do aparelho circulatório impõem os

maiores custos ambulatoriais e hospitalares ao Sistema Único de Saúde, com um valor médio

total por internação de R$ 3.030,96. Na população com faixa etária de 60 anos ou mais, o

valor das internações por causas circulatórias é ainda maior, atingindo R$ 3.509,26 (60-69

anos) e R$ 3.236,96 (70-79 anos) (DATASUS, 2023).

Dessa forma, em 2022, foram gastos R$ 2,33 bilhões no tratamento de doenças

cardiovasculares apenas com pacientes de 60 anos ou mais, cerca de 1,8 vezes maior do que o

valor gasto para todas as demais faixas etárias juntas (0 a 59 anos, R$ 1,29 bilhões)

(DATASUS, 2022). Para se ter uma noção da magnitude desses números, esse valor é maior

do que o total gasto em todas as faixas etárias juntas para o tratamento das doenças do

Capítulo I (Algumas doenças infecciosas e parasitárias – R$ 2,30 bilhões) ou do Capítulo II

(Neoplasias – R$ 2,11 bilhões). Esse cenário deve se agravar com o envelhecimento da

população brasileira. Conforme o relatório da Secretaria do Tesouro Nacional em 2019, o

envelhecimento da população brasileira está pressionando o orçamento na área da saúde, o

que demandará investimentos adicionais de R$ 50 bilhões até 2027, considerando assistência

farmacêutica, farmácia popular, e atenção de média e alta complexidade (Tabela 1 e 2) (STN,

2019). É importante lembrar que os impactos do envelhecimento populacional vão muito além

da logística e orçamento em saúde, pois envolvem a sobrecarga do sistema previdenciário, a

queda da produtividade do país, além das alterações profundas no planejamento e estrutura

familiar, devido ao grau de dependência dos envelhecidos. No Brasil, temos motivos para

acreditar que os impactos do envelhecimento serão ainda maiores devido à elevada

desigualdade social em comparação com países europeus e norte-americanos.
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Tabela 1: A evolução do gasto público da União, na área de saúde, para o período de 2008-2017. (R$ bilhões
constantes de 2017).

Fonte: STN, 2017.

Tabela 2: Taxas de crescimento da despesa em saúde.

Fonte: STN, 2018.

Devido a este cenário preocupante, o Ministério da Saúde incluiu a saúde do

envelhecido como item prioritário na agenda de saúde do País. A política nacional de saúde

da pessoa idosa objetiva, no âmbito do SUS, garantir atenção integral à Saúde da população

idosa, enfatizando o envelhecimento saudável e ativo baseado no paradigma da capacidade

funcional, abordada de maneira multidimensional (VERAS, R. 2004). Mas o efeito prático

ainda não foi observado. O peso assistencial ainda é preponderante e o notável grau de

desarticulação dentro do sistema de saúde dificulta a operacionalização de qualquer lógica

baseada em uma avaliação capaz de abranger os múltiplos aspectos da vida do envelhecido

(VERAS & CALDAS, 2004).

1.2 - DISFUNÇÕES CARDIOVASCULARES NO ENVELHECIMENTO.

De acordo com (SOUZA et al., 1998) o processo de envelhecimento está ligado a

mudanças estruturais no coração. Conforme enfatizado no tópico anterior, as doenças

cardiovasculares são as principais causas de morbidade e mortalidade entre envelhecidos.

Apesar de alguns parâmetros cardiovasculares dependerem diretamente da idade, na maioria
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dos casos, o declínio do desempenho cardiovascular não é apenas uma consequência do

aumento da idade, mas sim da agregação de problemas cardiovasculares e não

cardiovasculares (FERRARI, 2003). De fato, o envelhecimento está associado a uma

deterioração progressiva nos mecanismos fisiológicos que regulam a homeostase

cardiovascular, que consiste em um complexo processo biológico relacionado a fatores

intrínsecos, como apoptose (morte celular programada), e extrínsecos, como doenças e estilo

de vida, levando a um risco aumentado de complicações de saúde e doenças.

Durante o envelhecimento, há redução progressiva na quantidade de cardiomiócitos

devido à apoptose e necrose causadas por diversos estímulos estressores, como danos

oxidativos, estresse de retículo e disfunção mitocondrial. Este cenário é agravado pela

capacidade regenerativa negligenciável do coração humano. De fato, evidências baseadas na

marcação com carbono 14 indicaram que o coração de um indivíduo adulto se regenera

apenas 1% ao ano, embora evidências com camundongos tenham indicado que a taxa de

renovação de cardiomiócitos possa chegar até 15% após lesões severas, como o infarto agudo

do miocárdio (HSIEH et al., 2007; BERGMANN et al., 2009). Com o processo natural de

envelhecimento, observa-se uma diminuição ainda mais acentuada na renovação dos

cardiomiócitos, reduzindo-se a uma taxa estimada de 0,45% ao ano (BERGMANN et al.,

2009). Isto se deve à capacidade mitótica limitada dos cardiomiócitos, que são considerados

células pós-mitóticas. Além de uma proliferação limitada de cardiomiócitos, supõe-se que o

coração possui uma população negligenciável de células-tronco, ainda não identificada no

coração humano, que seria incapaz de conduzir a renovação dos cardiomiócitos de maneira

satisfatória (LITVIŇUKOVÁ et al., 2020). Frente à limitada capacidade de regeneração, duas

adaptações podem ser notadas no arcabouço celular do coração ao longo do envelhecimento:

aumento do volume dos cardiomiócitos remanescentes e na deposição de colágeno na matriz

extracelular (ANDERSON et al., 2019).

O principal estímulo para a hipertrofia dos cardiomiócitos parece ser a senescência

celular decorrente da instabilidade genômica induzida por danos oxidativos, sobretudo na

região dos telômeros. Por ser irreparável, o dano nos telômeros desencadeia uma resposta

celular de reparo a danos ao DNA, caracterizada pela expressão de proteínas inibidoras de

quinases dependentes de ciclinas e beta-galactosidase associada à senescência (SILVA et al.,

2009). Cardiomiócitos senescentes também apresentam aumentos na expressão de proteínas

do citoesqueleto (SANTOS; TUCCI, 2007), ao passo que há redução na expressão das
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proteínas nucleares lamininas A e C (CABANELAS; MARTINS, 2015). Isto reduz a fluidez

do sarcolema, ao passo que torna o núcleo celular mais instável e suscetível a danos

genômicos. Além disso, um dos resultados principais é o desenvolvimento de hipertrofia

cardíaca (BAZAN, 2020). Este espessamento da parede ventricular esquerda aumenta

progressivamente com a idade e em ambos os sexos (LAKATTA et al., 2003), e reflete-se em

um aumento moderado do peso do coração (FERRARI, A., 2003).

Outra alteração marcante é o aumento na deposição de colágeno, caracterizando o

quadro de fibrose. Particularmente, o colágeno torna-se mais proeminente devido ao aumento

dos seus depósitos locais e ao aumento do mesmo nas ligações cruzadas entre fibras

adjacentes, o que dá origem a um processo generalizado de fibrose (CHEITLIN, 2003;

LAKATTA, 2003). No entanto, a relação miócito/colágeno no coração permanece constante

devido ao aumento do tamanho dos miócitos (FERRARI, 2003; LAKATTA, 2003).

Como resultado destas alterações, a função cardíaca fica prejudicada. O aumento

resultante da pressão diastólica ventricular prolonga o tempo de relaxamento isovolumétrico,

e prejudica o enchimento diastólico precoce, que é altamente dependente do fluxo sanguíneo

passivo (HERBIG et al., 2004). O miocárdio se torna menos complacente devido à fibrose

intersticial, também retardando a fase de relaxamento isovolumétrico (BONOW, 2011). O

declínio no relaxamento cardíaco prejudica a fase de enchimento ventricular, que passa a

depender cada vez mais da contração atrial. Como resultado, o enrijecimento das paredes do

coração relacionado à idade, impede o ventrículo esquerdo de se encher eficazmente, isto

pode ser observado no registro de ecocardiografia, através da inversão na razão das ondas

E/A, que correspondem, respectivamente, às fases de enchimento ventricular precoce e tardio

(FLEG et al., 1995). O prolapso da válvula atrioventricular e a regurgitação sanguínea

também surgem como consequência da disfunção diastólica ventricular, levando ao aumento

atrial (HERBIG et al., 2004).

Por outro lado, a função sistólica de repouso é pouco alterada, pois a fração de ejeção

permanece em torno de 65%. Mesmo assim, a reserva inotrópica costuma ser reduzida,

conforme evidenciado em testes ergométricos e após injeção de agonistas β-adrenérgicos

(FLEG et al., 1995). Porém, em situações de maior demanda, seja fisiológica ou patológica,

os mecanismos compensatórios podem falhar, resultando em alterações funcionais

clinicamente mais relevantes em eventos isquêmicos cardiovasculares (HOGAN, 2005; JANI,

2006). Portanto, apesar do aumento no volume diastólico final máximo, não há redução
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proporcional no volume sistólico, consistente com desacoplamento do mecanismo de

Frank-Starling.

Outras alterações menos compreendidas no coração com a idade são uma diminuição

no número e na função das células do marcapasso nodal, e sinoatrial e um aumento

concomitante nas anormalidades de condução. Isso reduz a variabilidade da frequência

cardíaca e a frequência cardíaca máxima (PASCHOAL et al., 2006), de modo que a reserva

cronotrópica do coração envelhecido é também atenuada. Além de acréscimo de adiposidade,

espessamento fibroso, substituição do tecido muscular por tecido conjuntivo, e calcificação do

anel valvar (PASI, 2006).

1.3 - DISFUNÇÕES VASCULARES E ALTERAÇÕES ESTRUTURAIS NO

SISTEMA VASCULAR NO ENVELHECIMENTO.

O envelhecimento é um processo biológico que também afeta o sistema vascular. O

efeito da idade é mais evidente nas grandes artérias elásticas. As principais alterações incluem

aumento da rigidez (diminuição da distensibilidade), do diâmetro do lúmen e da espessura

médio-intimal da parede do vaso (OLIVEIRA, 2022). Na mesma linha, pode haver migração

e/ou proliferação das células musculares lisas vasculares, com infiltração no espaço

subendotelial, resultando assim em um aumento dos depósitos de colágeno, elastina, e

proteoglicanos, bem como uma presença anormal de leucócitos e macrófagos (OLIVEIRA,

2022).

Conforme descrito por (JOHNSON, 2001), a rigidez das artérias é regulada por um

equilíbrio delicado entre a síntese e a degradação de elastina e colágeno. A desorganização ou

perda de elastina, substituída por colágeno, resulta em um aumento na rigidez da parede

arterial. Assim, qualquer perturbação nesse sistema, seja por substâncias pró-inflamatórias

(IL-6, TNF-alfa; IL-1, IL-4, IL-10), alterações na inibição ou ativação de metaloproteinases

(MMP’s), ou sobrecarga de pressão, pode levar à superprodução de colágeno e/ou diminuição

da elastina, reduzindo assim a distensibilidade vascular. Portanto, o enrijecimento arterial

ocorre por meio de uma interação complexa entre adaptações dinâmicas e estáveis que

envolvem elementos celulares e a matriz extracelular da parede vascular.

Além das alterações estruturais, a regulação do tônus vascular também é prejudicada

com o envelhecimento. Este cenário é provocado, principalmente, por disfunções endoteliais.



24

Estudos em humanos e experimentais concordam que, a diminuição da biodisponibilidade de

óxido nítrico (NO), um mediador chave de vaso relaxamento e processos antiaterogênicos,

está subjacente à disfunção endotelial dependente da idade (TSCHUDI, 1996; TADDEI et al.,

2001). A biodisponibilidade reduzida do óxido nítrico NO, um gás produzido pelo endotélio

vascular, é uma característica marcante da disfunção endotelial relacionada à idade. O óxido

nítrico é um regulador essencial do tônus vascular, mediando a vasodilatação, inibindo a

agregação plaquetária e promovendo propriedades anti-inflamatórias (TADDEI et al., 2001).

A redução da biodisponibilidade do NO pode ocorrer devido à síntese diminuída ou ao

aumento da degradação do NO. Em condições normais, a óxido nítrico-sintase endotelial

(eNOS) produz NO a partir da l- arginina na presença do cofator tetrahidrobiopterina (BH4).

Dados recentes sugerem uma alteração na função da eNOS relacionada à idade, denominada

desacoplamento da eNOS (SANTHANAM, 2008). No entanto, com o envelhecimento, ocorre

uma alteração na função da eNOS. Esse resultado resulta na produção aumentada de espécies

reativas de oxigênio pela eNOS em vez de NO, contribuindo ainda mais para o estresse

oxidativo e para a disfunção endotelial (SANTHANAM, 2008). Este efeito deriva, pelo

menos em parte, de uma diminuição na disponibilidade de BH4, resultando em liberação

prejudicada de NO e aumento da produção do ânion superóxido altamente pró-oxidante (O2-)

(DELP, 2008). Além disso, a disponibilidade do substrato de eNOS, L-arginina, também pode

restringir a produção de NO. Nesse sentido, a atividade da arginase, enzima que compete com

a eNOS pela l- arginina, aumenta com a idade, proporcionando um mecanismo plausível para

a diminuição da síntese de NO (SANTHANAM, 2008).

Coletivamente, estas alterações favorecem o aumento do tônus vascular e da

resistência vascular sistêmica, ao passo que a complacência vascular é reduzida. Nesse

contexto, a aorta perde sua flexibilidade, e há um aumento na resistência à ejeção de sangue

pelo ventrículo esquerdo. Com uma aorta menos flexível, a velocidade da onda de pulso

aumenta em seu movimento para a periferia, assim como a velocidade de reflexão no sentido

oposto (CHEITLIN, 2003; LAKATTA, 2003). Isto favorece o aumento da pós-carga do

ventrículo esquerdo e, consequentemente, da pressão arterial sistólica. Por outro lado, a

pressão arterial diastólica é atenuada, resultando no alargamento da amplitude da onda pulsátil

em envelhecidos. Além disso, o aumento progressivo da pressão arterial sistólica favorece o

desenvolvimento de hipertensão arterial sistêmica, doença com elevada prevalência nesta

população.
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1.4 - PAPEL DA SENESCÊNCIA NAS DISFUNÇÕES FISIOLÓGICAS DO

ENVELHECIMENTO.

Até o momento, os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na progressão das

disfunções cardiovasculares do envelhecimento são pouco conhecidos. Originalmente, o

envelhecimento é um processo biológico caracterizado pela deterioração progressiva das

funções fisiológicas do organismo. A perda de função e o acúmulo de dano tecidual estão

relacionados ao aumento do desequilíbrio oxidativo, o que também aumenta o risco de

desenvolver comorbidades e a susceptibilidade à morte (PARADIES et al., 2010; WANG et

al., 2018). O acúmulo de danos celulares e moleculares, sobretudo no DNA, é o principal

mecanismo fisiopatológico envolvido. Isto é constantemente influenciado por fatores

endógenos (e.g., predisposição gênica e exposição a doenças crônica) e ambientais (e.g.,

poluição e radiação ultravioleta) que provocam diversas disfunções celulares e aumentam os

níveis de estresse oncogênico. Para agravar esta condição, há deterioração progressiva dos

mecanismos fisiológicos de reparo e regeneração.

Diante do acúmulo de danos no DNA, as células dão início à sinalização para indução

de senescência, um estado alostático caracterizado pela interrupção do ciclo celular e

mudanças no padrão de expressão gênica. A senescência é uma adaptação complexa do

organismo aos estressores ambientais e internos, e desempenha um papel fundamental no

envelhecimento celular e na preservação da homeostase. A deflagração da senescência

envolve o recrutamento de vias de sinalização iniciadas pelas proteínas cinases ATM (do

inglês, ataxia-telangiectasia mutated), que é ativada em resposta a danos no DNA, como

quebras de dupla hélice, resultantes de radiações ionizantes e outros agentes genotóxicos, e

ATR (do inglês, ataxia-telangiectasia and Rad3), que é ativada em resposta a danos no DNA

associados à replicação, como replicação incompleta ou pausa da forquilha de replicação. e

que resultam no recrutamento de proteínas cinases dependentes ciclinas que interrompem o

ciclo celular, como p53, p21 e p16INK4a (HERBIG et al., 2004; MATSUOKA et al., 2007).

A senescência também pode ser deflagrada diante da instabilidade dos telômeros

devido à exaustão replicativa, fenômeno descrito em 1965 por Hayflick e Moorhead.

Conforme foi demonstrado em fibroblastos, as células somáticas normais têm um potencial

limitado de replicação: aproximadamente cinquenta divisões, segundo o limite de Hayflick.
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Os autores observaram que as células acumulavam características fenotípicas relacionadas ao

envelhecimento, além de apresentarem um número de divisões limitados, sugerindo que essas

células não eram capazes de se multiplicar indefinidamente (HAYFLICK; MOORHEAD,

1961). Posteriormente, esse tipo específico de senescência (denominado senescência

replicativa), foi causalmente associada ao encurtamento fisiológico de telômeros

(BLACKBURN; GALL, 1978). Essa observação suporta a hipótese original de que a

senescência é um mecanismo que impede o crescimento irrestrito de células danificadas, uma

vez que o encurtamento crítico de telômeros pode promover o acúmulo de mutações levando

à instabilidade cromossômica, as quais ativam a tumorigênese (VAN DEURSEN, 2014). A

interrupção do ciclo celular é um mecanismo importante para evitar a propagação de

mutações ao longo da divisão celular.

Além da parada do ciclo celular essencialmente permanente, o fenótipo senescente é

caracterizado por outros marcadores moleculares e celulares, como alterações morfológicas,

reprogramação metabólica, rearranjo da cromatina ou modulação da autofagia, de forma que a

célula aumente seu tamanho em decorrência do conteúdo lisossomal e adquira uma

morfologia achatada, além de aumentar a atividade da enzima β-galactosidase (β-gal) em pH

próximo ao neutro (MORA et al. 2007, MORGUNOVA et al. 2015). Além disso, a secreção

de citocinas e quimiocinas que compõem o fenótipo secretor associado à senescência (SASP),

como IL-1β, IL-6 e IL8 (EVAN; di FAGAGNA 2009; COPPÉ et al. 2010), e a diminuição nos

níveis nucleares 28 de Lamin B1(proteína que, em humanos, é codificada pelo gene LMNB1,

e é uma das proteínas que compõem a lâmina nuclear, uma matriz de proteínas bidimensional

localizada próxima à membrana nuclear interna), (SHIMI et al. 2011, FREUND et al. 2012),

estão geralmente associadas ao acúmulo de dano ao DNA nuclear, denominados (FOCI) na

heterocromatina associados à senescência SAHF (Senescence-Associated Heterochromatin

Foci), que são estruturas de heterocromatina que se formam em células senescentes), e

também são características comuns de muitos tipos de senescência (KUILMAN et al. 2010.;

SALAMA et al. 2014). As mudanças na fisiologia celular e no secretoma associado à

senescência também são observadas em células pós-mitóticas, ao passo que a interrupção do

ciclo celular é observada naturalmente apenas em células proliferativas.

A despeito da importância da senescência, a sobrecarga alostática gerada pelo acúmulo

de células senescentes, é um dos principais fatores determinantes da deterioração dos sistemas

fisiológicos ao longo do envelhecimento (OVADYA et al., 2018). Em parte, isto ocorre
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devido às suas disfunções celulares, sobretudo disfunções mitocondriais e os consequentes

danos oxidativos a macromoléculas. Não obstante, o fenótipo de secreção associado à

senescência (FeSS), promove diversos efeitos que podem comprometer a homeostase tecidual

através do remodelamento da matriz extracelular, recrutamento de células inflamatórias, e

disfunção e apoptose de células viáveis (COPPÉ et al., 2010).

O acúmulo de danos celulares normalmente é contrabalanceado pelos mecanismos de

reparo e regeneração dos tecidos biológicos. Esses mecanismos são determinados pela

proliferação e diferenciação das células-tronco e progenitoras. Além disso, as células-tronco

secretam diversas moléculas que promovem citoproteção e alterações no millieu intérieur e,

assim, contribuem para a preservação do arcabouço celular durante a exposição a condições

inóspitas. Todavia, ao longo do envelhecimento a capacidade de reparo e regeneração dos

tecidos biológicos é drasticamente reduzida devido ao esgotamento das reservas de

células-tronco e progenitoras endógenas (GANDO et al., 2011; ZHU et al., 2009). Há

aumento na expressão de marcadores de senescência e danos oxidativos, ao passo que a

expressão de genes que codificam proteínas reguladoras da replicação e reparo do DNA, é

reduzida em células-tronco e progenitoras senescentes (ZHU et al., 2009). Assim, o potencial

de citoproteção, migração, enxerto, diferenciação e clonogenicidade dessas células em

mamíferos envelhecidos é significativamente reduzido (GANDO et al., 2011).

Todavia, o papel da senescência celular no sistema cardiovascular não está claro. A

identificação de marcadores de senescência no sistema cardiovascular é um importante passo

para a caracterização do envelhecimento cardiovascular e, assim, para o desenvolvimento de

intervenções capazes de atenuar as disfunções cardiovasculares do envelhecimento. Portanto,

esse estudo visa caracterizar os efeitos do envelhecimento sobre as propriedades

eletrocardiográficas e a reatividade vascular.
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2 - JUSTIFICATIVA

De acordo com o Instituto Brasileiro de Estatística e Geografia, a prevalência de

envelhecidos no Brasil aumentará de 10,15% em 2021 para 25,49% no ano de 2060. No

mesmo intervalo de tempo, a sua prevalência no estado do Rio de Janeiro (RJ) aumentará de

12,35% para 26,85%. É importante salientar que 77,4% da população da União possui ao

menos uma doença, sendo as doenças cardiovasculares as maiores causas de

morbimortalidade nesta população (GARCEZ-LEME; LEME, 2014). Com o aumento da

prevalência da população idosa, estima-se que o percentual de óbitos por doenças

cardiovasculares possa atingir até 40% do total de óbito nas próximas 2-3 décadas, ao passo

que o custo atribuído a esse grupo de doenças deverá triplicar (DUNBAR et al., 2018). Como

73% dos indivíduos com ≥60 anos no Brasil não possui plano de saúde, este desequilíbrio

demográfico será acompanhado de elevação nos gastos ambulatoriais e hospitalares do

Sistema Único de Saúde (SUS) em cerca de 37% e 47%, respectivamente (CARNEIRO;

CAMPINO; LEITE, 2013; LIMA-COSTA; BARRETO; GIATTI, 2003). É importante

ressaltar que com o crescente cenário de desigualdade social do Brasil, explicitado durante a

pandemia de COVID-19, a população idosa deve se tornar ainda mais dependente do SUS nos

próximos anos (KALACHE et al., 2020). Portanto, caracterizar as disfunções

cardiovasculares e a identificação de marcadores de envelhecimento cardiovascular são

estratégias cruciais para aprimorar a prevenção e o tratamento de doenças cardíacas. Além

disso, o desenvolvimento de formas de rejuvenescer o coração e os vasos sanguíneos pode ter

um impacto significativo na melhoria da qualidade de vida dos idosos. Essas estratégias não

apenas ajudam a evitar o colapso logístico e orçamentário do Sistema Único de Saúde (SUS),

mas também contribuem para a saúde e o bem-estar da população em geral.
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3 - OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL.

Mensurar marcadores de senescência celular e caracterizar as disfunções

eletrocardiográficas e cardiovasculares em camundongos envelhecidos.

3.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS.

Avaliar, em camundongos C57Bl/6 adultos (4-6 meses de idade) e envelhecidos (22-24 meses

de idade):

1) As propriedades eletrofisiológicas e a susceptibilidade a eventos arrítmicos

através da eletrocardiografia.

2) A função cardíaca através da ecocardiografia.

3) A reatividade vascular ex vivo através da tensão isométrica.

4) Marcadores de senescência celular no coração.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL:

Camundongos do sexo masculino c57/bl6 adultos (4-6 meses de idade) e envelhecidos

(22-24 meses de idade) foram utilizados (CEUA 030/2021 IBCCF/UFRJ). Análises

eletrocardiografia basal foram realizadas para comparar as propriedades eletrofisiológicas in

vivo. A susceptibilidade a eventos arrítmicos foi determinada por eletrocardiografia de

estresse, com infusão intravenosa de cafeína e dobutamina. Após a eutanásia por sobrecarga

de tiopental, anéis de aorta e coração foramcoletadas para experimentos ex vivo e in vitro. A

função vasomotora foi determinada em modelos ex vivo, através da reatividade vascular em

anéis de aorta. A expressão gênica de marcadores de senescência e o comprimento dos

telômeros na aorta e miocárdio foi analisada por qPCR.

4.2 - ELETROCARDIOGRAFIA BASAL E DE ESTRESSE.

Os registros eletrocardiográficos basais foram obtidos em animais acordados e sem

imobilização através de eletrodos subcutâneos implantados na região torácica e membros

posteriores, na derivação DII do plano frontal (SEARA et al., 2019). Os eletrodos foram

conectados a um amplificador diferencial (Model 1700, AM Systems, USA). Os sinais foram

filtrados com frequência de corte passa-alta em 10 Hz e passa-baixa em 0,5 kHz e

digitalizados à frequência de amostragem de 10 kHz pela interface analógica-digital

DIGIDATA 1440A e programa Axoscope 10 (Molecular Devices, USA). A análise será

realizada com o programa LabChart 7 (AD Instruments, USA). Foram analisadas os tempos

de duração dos intervalos PR, RR, QT, QTc (calculado pela fórmula de Bazzet: QT/raiz do

intervalo RR) complexo QRS. Para a eletrocardiografia de estresse, os mesmos procedimentos

acima foram efetuados imediatamente após a administração intravenosa do agonista

β1-adrenérgico dobutamina (50 µg/kg) e de cafeína (120 mg/kg).

4.3 - ECOCARDIOGRAFIA.

A função cardíaca in vivo foi avaliada através de ecocardiografia basal. Para isso, os

animais foram anestesiados com isoflurano vaporizado a 4% para indução e 1,5% para
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manutenção, em um fluxo de 1L/min de oxigênio. Os animais foram tricotomizados na região

do precórdio e examinados com o equipamento Vevo 770 (Visual Sonics, Canadá) acoplado a

um transdutor de 30 MHz. As imagens foram adquiridas no modo-M e analisadas pelo

operador de maneira cega. Foram avaliados a fração de ejeção, a fração de encurtamento, o

débito sistólico, o volume sistólico final, o volume diastólico final e a razão das ondas E e A.

4.4 - REATIVIDADE VASCULAR.

Amostras de aorta torácica foram removidas e imersas em solução de Krebs. A aorta

será fatiada em seções de 2 mm de comprimento e suspensa em uma câmara de órgão

contendo solução de Krebs suplementada com 95% de O2 e 5% de CO2 e mantida a 37 °C.

Um transdutor de força será usado para medir a tensão isométrica (MLT0201®, AD

Instruments). Após a estabilização dos vasos na tensão de 1,0 g, as seções aórticas foram

contraídas com fenilefrina 10 µM, seguido de perfusão com acetilcolina 10 µM para avaliação

da integridade do tecido. Os vasos foram lavados por 30 min com solução de Krebs para

retornar a tensão vascular aos valores basais. Depois que o platô for atingido, as curvas de

concentração-resposta vasodilatadora foram determinadas para acetilcolina ou nitroprussiato

de sódio (1 nM a 1 µM) [33].

4.5 - EXPRESSÃO GÊNICA.

A análise da expressão gênica de marcadores de senescência celular p16, p21,

metaloproteinase 2 (MMP2) nas amostras de miocárdio, aorta e músculo esquelético foram

determinados por qPCR. A extração do RNA total foi realizada com RNAeasy (Qiagen),

conforme as instruções do fabricante. O cDNA será produzido com o kit High Capacity

cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific) a partir de 1000 ng de RNA. As

reações foram catalisadas em termociclador (MJ Research PTC-100 Thermal Cycler) e o

cDNA será armazenado a -20°C. A amplificação dos produtos de mRNA foi feita com Power

SYBR ® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), que contém a enzima AmpliTaq

Gold ® DNA Polymerase e os demais componentes necessários à reação (Fluoróforo SYBR®

Green I; dNTPs com dUTP; Referência passiva 1; Tampão otimizado e Primers de DNA). O

controle endógeno será GAPDH (gliceraldeído fosfato desidrogenase). A ciclagem também

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/br/pt/4309155
https://www.thermofisher.com/br/pt/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-reagents/sybr-green-real-time-master-mixes/powertrack-sybr-green-master-mix.html
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será feita no equipamento ®Viia 7 Real-Time PCR (Applied Biosystems), utilizando o

software Viia 71.2.1 (Applied Biosystems). A análise de quantificação dos alvos de interesse

será determinada por 2-(-ΔΔCT).

4.6 - ANÁLISE ESTATÍSTICA.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e foram

apresentados como média ± desvio padrão. Os resultados foram analisados entre os grupos

através do teste t de Student (Prism 6.00, GraphPad Software). As diferenças foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 - ELETROCARDIOGRAFIA BASAL (ECG-BASAL).

Neste estudo, foram analisados vários aspectos da fisiologia cardiovascular em

camundongos jovens e envelhecidos, incluindo a eletrocardiografia basal, a ecocardiografia, a

reatividade vascular e a expressão de marcadores de senescência cardíaca. Como resultados

do ECG basal, foram comparados vários intervalos da eletrocardiografia basal entre

indivíduos jovens e envelhecidos. Foram analisados tipos específicos de intervalo: Intervalo

RR, Intervalo PR, Onda P, Intervalo QRS e Intervalo QT e QTc (Figura 6).

O intervalo RR, que é inversamente proporcional à frequência cardíaca, apresentou um

aumento significativo entre os grupos jovem e envelhecido (P< 0,05). Esta diferença entre os

indivíduos, é um indicativo que a idade pode afetar a frequência cardíaca. De acordo com

(VANDERLEI, L.C.M., 2009), alterações na modulação autonômica do coração são

decorrentes de um aumento da atividade parassimpática no envelhecimento. Isso pode ser

atribuído à apoptose de células do nodo sinusal e à perda ou redução de sensibilidade

simpática.

Segundo (CHOI et al., 2022), o ritmo do marca-passo diminui naturalmente e

continuamente ao longo da vida. O controle neural do marca-passo é remodelado desde o

nascimento até a idade adulta, com fortes evidências de disfunção relacionada à idade que

leva a uma redução do estímulo elétrico do marca-passo. Essa evidência inclui a remodelação

da arquitetura do tecido do marca-passo, alterações na inervação, mudanças na aceleração

simpática e na desaceleração parassimpática, e alterações na resposta das células do

marca-passo à modulação adrenérgica e colinérgica. Além disso, estudos mostram que a

frequência cardíaca intrínseca, a variabilidade da frequência cardíaca e a condução do

estímulo elétrico AV em humanos saudáveis, são afetadas pela idade. O desequilíbrio

autonômico pode ser uma causa potencial do prolongamento do intervalo RR nos corações

envelhecidos (KWON, 2021). A regulação do ritmo cardíaco, também conhecido como ritmo

marca-passo, é um processo que envolve a interação de vários neurotransmissores, incluindo a

acetilcolina e a noradrenalina, com receptores específicos e canais iônicos (NUNES, 2007). A

acetilcolina é um neurotransmissor que atua no sistema nervoso central e também no sistema

nervoso somático e autônomo. Ela se liga a dois tipos de receptores: os receptores nicotínicos

e muscarínicos. Os receptores nicotínicos tipo 1 estão localizados em gânglios autônomos e
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podem levar estímulo à medula adrenal, promovendo a liberação de catecolaminas. Já os

receptores muscarínicos de acetilcolina estão presentes nas células musculares cardíacas. Eles

não são canais iônicos, mas acionam vias de sinalização que inibem o disparo de potenciais de

ação. A acetilcolina também pode causar hiperpolarização e consequente diminuição da

frequência cardíaca.

Por outro lado, a noradrenalina, também conhecida como norepinefrina, é uma

catecolamina produzida na glândula adrenal. Ela atua em vários receptores adrenérgicos,

como o alfa 1 e 2 e beta 1 e 2, presentes nos órgãos efetores. Esses receptores estão

localizados no nível das células marcapasso do nó sinoatrial, bem como no sistema de

condução de excitação cardíaca e no miocárdio contrátil. Eles promovem aumentos de

frequência (cronotropismo positivo), velocidade de condução (dromotropismo positivo), da

força de contração cardíaca (inotropismo positivo) e velocidade de relaxamento (lusotropismo

positivo). Portanto, a acetilcolina e a noradrenalina desempenham papéis fundamentais na

regulação do ritmo cardíaco, interagindo com receptores, e modulando a atividade dos canais

iônicos. Esses processos são essenciais para a manutenção da homeostase cardíaca e a

resposta adequada do coração às demandas variáveis do corpo.

Houve também na duração do intervalo PR, um aumento significativo (P< 0,001) entre

os indivíduos jovens e envelhecidos, sugerindo que a idade pode afetar a condução do

estímulo elétrico atrioventricular. A diferença observada no intervalo PR entre os grupos pode

refletir alterações na condução atrioventricular com o envelhecimento, e pode ser causado por

redução da sensibilidade simpática (AFFIUNE, 2006). Também, pode ser devido a fibrose do

sistema de condução, calcificação do anel mitral, ou alterações degenerativas relacionadas à

idade (SURAWICZ B, KNILANS T, 2008). Além disso, um estudo de 1995, avaliou sete

métodos clássicos e recentemente propostos usados para a estimativa da complacência arterial

total. Na duração da onda P, que representa a despolarização atrial, houve um aumento

significativo (P< 0,01), entre os indivíduos jovens e envelhecidos. A diferença na duração da

onda P pode indicar alterações na despolarização atrial com o envelhecimento. Isso pode ser

um reflexo de alterações estruturais atriais, como dilatação atrial ou fibrose, que são comuns

com o envelhecimento (WAGNER, 2013), assim como enrijecimento cardíaco, aumento da

câmara atrial, e arritmias, que podem afetar a duração e forma da onda P. Além disso, o

enrijecimento cardíaco, o aumento da câmara atrial e as arritmias, que são mais prevalentes

em idosos, também podem afetar a duração e a forma da onda P (OLIVEIRA et al. 2022).
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Um estudo de (ELLIOTT et al. 2022), sugere que a variabilidade celular pode ter um

impacto maior no comportamento eletrofisiológico do que se supunha anteriormente. Este

estudo buscou determinar o impacto da heterogeneidade celular na fase de repolarização nos

átrios remodelados pela fibrilação atrial (FA). A heterogeneidade celular concerne à

diversidade de células dentro de um tecido ou órgão, onde cada célula pode ter características

distintas em termos de morfologia, função, expressão gênica, entre outros aspectos. No

estudo, a heterogeneidade celular é observada entre diferentes tipos de células cardíacas,

como células do marcapasso nodal, células do miocárdio, células endoteliais, entre outras

(KINKER, 2019). Os resultados mostraram que a heterogeneidade celular não afeta a

despolarização atrial, mas tem um impacto significativo nos padrões de repolarização. Além

disso, apontam como as alterações associadas à idade na estrutura e função do coração, estão

ligadas a mudanças nas vias de sinalização, e na expressão gênica do transcriptoma cardíaco,

tanto na senescência quanto na doença (LAZZERONI et al. 2022). Essas mudanças podem

afetar a despolarização atrial e contribuir para as diferenças observadas na duração da onda P

entre indivíduos jovens e envelhecidos (HAVMOLLER, 2007).

Alterações transcriptômicas no coração podem incluir a regulação diferencial de genes

envolvidos em processos como metabolismo, regulação gênica, resposta ao estresse do

retículo endoplasmático, catabolismo proteico, estresse oxidativo e inflamação (MOITA,

2022; KURIAN et al., 2021). Além disso, a análise do transcriptoma revelou alvos não

previamente associados à fibrose cardíaca, incluindo MRC2 que codifica a proteína receptor

de Manose Tipo C 2. A proteína MRC2 desempenha um papel na remodelação da matriz

extracelular, mediando a internalização e a degradação lisossômica dos ligantes de colágeno

(GENECARDS, 2024). A expressão deste gene pode desempenhar um papel na tumorigênese

e metástase de várias malignidades, incluindo câncer de mama, gliomas e doença óssea

metastática), e a IGFBP7 que codifica a proteína Insulin-Like Growth Factor Binding Protein

7. (MOITA, 2022). Logo, a idade pode afetar a despolarização atrial e a duração da onda P,

possivelmente devido a alterações estruturais atriais e variabilidade celular. Além disso, a

duração da onda P aumenta com a idade, sendo ligeiramente mais longa em indivíduos com

mais de 50 anos (HAVMOLLER, 2007). Porém, de igual forma, pesquisas adicionais são

necessárias para explorar essas relações e desenvolver métodos confiáveis de análise.

Já o intervalo QRS, que no eletrocardiograma representa a despolarização ventricular,

que é a fase de contração, ou sístole ventricular, embora seja plausível sugerir que a idade

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.1015473/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.1015473/full
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possa influenciar este processo, na análise deste presente estudo, não encontraram uma

diferença estatisticamente significativa na duração do intervalo QRS com o avanço da idade.

De acordo com (MCFARLANE, 2018), as mudanças no ECG ocorrem rapidamente desde o

nascimento até a infância, com diferenças de idade claramente relacionadas ao aumento das

voltagens do QRS e ao alargamento do complexo QRS. No entanto, é importante notar que, a

ausência de uma diferença significativa na duração do intervalo QRS não exclui a

possibilidade de mudanças relacionadas à idade na despolarização ventricular. Outros

aspectos da despolarização, como a homogeneidade da propagação do impulso elétrico

através do miocárdio ventricular, podem ser afetados pela idade (ROSSI, 2023). Além disso,

alterações estruturais no coração, como o aumento do tecido fibroso, podem ocorrer com a

idade e potencialmente afetar a despolarização ventricular. Portanto, embora a idade possa

influenciar vários aspectos do ECG, a duração do intervalo QRS parece ser relativamente

estável, ou seja, não tende a aumentar, nem a diminuir significativamente à medida que a

idade avança. De acordo com o estudo de (CHEN, 2021), foi constatada uma redução no

complexo QRS com a idade e o gênero feminino. No entanto, essas respostas foram melhor

explicadas pelo tamanho do QRS de base, mudança na frequência cardíaca e pressão arterial

sistólica. Isso significa que o tamanho inicial do complexo QRS, as alterações na frequência

cardíaca e a pressão arterial sistólica são fatores mais influentes na mudança do complexo

QRS do que a idade ou o gênero, nesse estudo referido (id.). De igual forma, nos gráficos que

mostram o intervalo QT, que representa o tempo total de despolarização e repolarização

ventricular, e o QTc, que é o intervalo QT corrigido para a frequência cardíaca, não houve

diferença significativa entre os camundongos jovens e envelhecidos. Embora não tenha sido

observada uma diferença significativa na duração do intervalo QT ou QTc entre camundongos

jovens e envelhecidos em alguns estudos, outros mostraram que o intervalo QTc pode

aumentar progressivamente com a idade (MANGONI et al., 2003). Contudo, o referido

estudo de Mangoni, mostrou que o intervalo QT corrigido pela frequência cardíaca (QTc,

fórmula de Bazett), aumentou progressivamente com o avanço da idade. Além disso, um

estudo detalhado sobre o impacto da idade no intervalo QT, mostrou que o intervalo QTc e a

variação associada aumentaram substancialmente para ambos os sexos com o avanço da idade

(RABKIN, 2016).

Portanto, embora a idade possa não ter um impacto significativo na despolarização

ventricular como representado pelo intervalo QRS, ela parece ter um efeito no intervalo QT e
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no QTc. Isso sugere que a idade pode afetar a repolarização ventricular, mesmo que não afete

significativamente a despolarização ventricular.

Figura 2: Comparação dos intervalos RR, PR, QRS, QT e QTc entre indivíduos jovens e envelhecidos. Os
dados são apresentados como média ± DP. *P<0,05 indica diferença significativa entre os dois grupos; **P<0,01
e ***P<0,001 indicam níveis crescentes de significância estatística. Fonte: Resultados do eletrocardiograma
basal

5.1 - ELETROCARDIOGRAFIA ESTRESSE (ECG-ESTRESSE)

Os resultados obtidos a partir do ECG de estresse não revelaram diferenças

significativas no score de arritmias. Isso sugere que o estresse induzido pode não ter

influenciado de maneira substancial a incidência de arritmias. Neste estudo, foi empregado

um protocolo de arritmia ventricular, que é uma ferramenta valiosa para entender as diversas

formas de arritmias e como elas podem ser induzidas. Este ponto é particularmente relevante

quando consideramos que indivíduos idosos tendem a apresentar arritmia atrial, uma condição

que pode exigir diferentes abordagens de tratamento. Além disso, a contabilização

individualizada do tempo e do número de eventos arrítmicos pode proporcionar uma visão

mais detalhada da ocorrência de arritmias. Essa abordagem pode levar a um melhor

entendimento da condição e, potencialmente, ao desenvolvimento de tratamentos mais

eficazes. Portanto, a implementação de um protocolo de arritmia ventricular, juntamente com

a análise individualizada de eventos arrítmicos, pode oferecer dados valiosos para a pesquisa

e o tratamento de arritmias.
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Figura 2: Resultado do ECG- estresse indicando que não houve diferença significativa entre os grupos jovem e
envelhecido. onde no eixo y 0: ausência de eventos; 1: batimentos ventriculares prematuros ou extra-sístoles; 2:
bigeminismo; 3: taquicardia ventricular; 4: fibrilação ventricular. fonte: resultado ecg-estresse.

5.2 - ECOCARDIOGRAFIA

Como resultados da ecocardiografia, foram analisadas as métricas cardiovasculares

específicas: fração de ejeção, que é uma medida, expressa como uma porcentagem, de quanto

sangue o ventrículo esquerdo bombeia a cada contração. Uma fração de ejeção de 60%

significa que 60% do volume total de sangue no ventrículo esquerdo é expelido a cada

batimento cardíaco.; fração de encurtamento, que é calculada medindo a mudança (% de

redução) no diâmetro ventricular esquerdo durante a sístole.; débito sistólico que É a medida

da quantidade de sangue bombeada por cada ventrículo em um espaço de 1 minuto; volume

sistólico final, que é o volume de sangue em um ventrículo no final da contração, ou sístole, e

no início do enchimento, ou diástole. O VSF é o menor volume de sangue no ventrículo em

qualquer ponto do ciclo cardíaco; volume diastólico final que é o volume de sangue no

ventrículo direito ou esquerdo no final do enchimento na diástole, que é a quantidade de

sangue presente no ventrículo no final da diástole, e razão das ondas E/A que é um marcador

da função do ventrículo esquerdo do coração. Representa a razão do fluxo sanguíneo de

velocidade máxima do relaxamento ventricular esquerdo no início da diástole (onda E) para o

fluxo de velocidade máxima no final da diástole causado pela contração atrial (onda A)

(Figura 7), não sendo observada diferença significativa.
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A ausência de diferença significativa nos resultados do ecocardiograma entre os

grupos jovem e envelhecido, pode ser atribuída a uma variedade de fatores, como variação

individual; tamanho da amostra e poder estatístico (LAKATTA; LEVY, 2003; KANNEL et

al., 1994; HULLEY et al., 2013), respectivamente. Em estudos anteriores, diferenças

marcantes foram observadas em parâmetros como a fração de ejeção (FE) e o volume

sistólico, com declínios notáveis associados ao processo de envelhecimento (SMITH et al.,

2008).

Já estudos recentes em modelos de roedores, incluindo camundongos e ratos, têm sido

amplamente utilizados para pesquisas de doenças cardiovasculares devido à efetiva simulação

de doenças cardiovasculares humanas (LUO et al., 2022). Deste modo, estudos mostraram

que o envelhecimento aumentou a incidência de hipertrofia cardíaca e fibrose em ratos. Além

disso, o envelhecimento aumentou a ocorrência de taquicardia ventricular ou fibrilação

ventricular induzida por ritmo rápido e durante o experimento com isoprenalina em

camundongos in vivo (idem).

Em relação à função cardíaca, um estudo de Zhang mostrou que o envelhecimento em

camundongos leva a alterações na estrutura cardiovascular e na função diastólica cardíaca,

mas a função sistólica é relativamente bem preservada nas fêmeas ( ZHANG et al, 2021). As

alterações na função cardíaca e na rigidez arterial foram mais significativas nos machos do

que nas fêmeas.

Com isso, embora os resultados do estudo não mostram diferenças significativas nos

parâmetros ecocardiográficos entre os grupos jovem e envelhecido, é importante notar que

estudos em modelos animais têm mostrado alterações cardiovasculares com o

envelhecimento.
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Figura 3: Comparação da fração de ejeção, volume sistólico final, fração de encurtamento, volume diastólico
final, débito sistólico e razão da onda E/A entre indivíduos jovens e envelhecidos. Os dados são apresentados
como média ± DP. *P<0,05 indica diferença significativa entre os dois grupos; **P<0,01 e ***P<0,001 indicam
níveis crescentes de significância estatística. Fonte: Resultados da Ecocardiografia.

5.3 - REATIVIDADE VASCULAR

Para os resultados da reatividade vascular (Figura 8), os gráficos apresentados ilustram

uma resposta vascular diferenciada entre os grupos jovem e envelhecido quando expostos à

acetilcolina (ACh), e ao nitroprussiato de sódio (SNP). Esta análise, revela diferenças

significativas na resposta vascular entre indivíduos (jovens e envelhecidos), evidenciadas pela

sensibilidade à acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sódio (SNP). A acetilcolina (ACh) é

um neurotransmissor que desempenha um papel crucial na regulação do tônus vascular. Ela

atua diretamente no músculo liso através da ligação aos receptores muscarínicos M3,

causando a contração (ZHOLOS et al, 2004). No entanto, nos vasos envelhecidos, observa-se

uma diminuição notável na capacidade de se contraírem em resposta à ACh (TERWOORD et

al, 2021). Este fenômeno pode ser atribuído ao dano endotelial acumulado ao longo do tempo.

O endotélio desempenha um papel crucial na modulação da tensão vascular através da

liberação de fatores relaxantes e constritores (ZHOLOS et al, 2004). Um dano endotelial

compromete a liberação adequada de óxido nítrico (NO), um potente vasodilatador produzido

pelo endotélio em resposta à ACh.

A contração observada sugere uma disfunção endotelial marcada pela incapacidade

dos vasos sanguíneos de se dilatarem adequadamente (CVPHYSIOLOGY.COM, 2024). Os

vasos envelhecidos demonstram um aumento acentuado na contração em resposta à ACh, um

fenômeno corroborado por estudos como o de (MEHDIZADEH et al, 2022), que destaca o

papel da senescência celular nas doenças cardíacas. No primeiro gráfico, que representa a

resposta à ACh, ficou evidenciado que os vasos do grupo envelhecido se contraíram em

resposta à ACh. No contexto da secreção de sensibilidade à acetilcolina, observa-se uma

diminuição notável na capacidade dos vasos envelhecidos de se contraírem em resposta à

ACh.. Assim, a contração observada sugere uma disfunção endotelial marcada pela

incapacidade dos vasos sanguíneos se dilatarem adequadamente (UNGVARI, 2018; EL

ASSAR et al. 2012). Com isso, a compreensão da ação da ACh na regulação do tônus

vascular e seu impacto nos vasos envelhecidos é fundamental para o desenvolvimento de

estratégias terapêuticas eficazes para doenças cardiovasculares relacionadas à idade.
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Já no gráfico, relacionado ao nitroprussiato de sódio (SNP), o grupo envelhecido

demonstrou um relaxamento vascular semelhante ao do grupo jovem. Isso pode ser explicado

pelo fato de que o SNP, ao liberar NO diretamente no músculo liso, consegue contornar as

possíveis disfunções endoteliais presentes no grupo envelhecido. O SNP é um doador direto

de NO, que atua independentemente do endotélio. O NO é um potente vasodilatador que atua

diretamente no músculo liso vascular, aumentando os níveis de guanosina monofosfato cíclico

(cGMP) e promovendo o relaxamento vascular (OLIVEIRA, 2022). Além disso, a sinalização

intracelular do músculo liso que envolve o cGMP pode ainda estar preservada nesse grupo,

permitindo um relaxamento vascular adequado em resposta ao SNP (id.), no entanto, a

redução no relaxamento no grupo envelhecido, que foi igual ao grupo jovem indica

disfunções no músculo liso vascular. Pode-se inferir uma possível alteração na sinalização

intracelular ou sensibilidade reduzida aos níveis de cGMP intracelular (MONCADA &

HIGGS, 1993). Estudos em modelos animais e culturas celulares sugerem que a disfunção

endotelial e a diminuição da secreção de ACh podem ser atribuídas a uma variedade de

mecanismos moleculares, incluindo estresse oxidativo, inflamação e alterações na sinalização

intracelular (LIDZBARSKY et al, 2018; HOLTZE et al, 2021).

Portanto, a disfunção vascular no indivíduo envelhecido é um fenômeno complexo

que envolve uma série de alterações fisiológicas e moleculares. Estas alterações incluem

danos endoteliais, alterações na secreção de sensibilidade à acetilcolina, modulações nos

canais iônicos do axônio, e mudanças na duração do QRS.

Figura 4: Comparação da resistência vascular em camundongos adultos e envelhecidos quando expostos à

Acetilcolina (ACh) e Nitroprussiato de Sódio (SNP). A contração percentual (eixo Y) é usada como indicador de
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resistência vascular. O grupo envelhecido demonstra uma tendência de aumento da resistência vascular,

sugerindo possíveis disfunções endoteliais e do músculo liso vascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980;

MONCADA & HIGGS, 1993). Fonte: Resultados da reatividade vascular.

5.4 - EXPRESSÃO DE MARCADORES DE SENESCÊNCIA

A análise da expressão gênica dos marcadores de senescência cardíaca P16, P21 e

MMP2 em grupos jovens e envelhecidos, conforme ilustrado na (Figura 9), não revelou

diferenças significativas na expressão desses genes entre os dois grupos. A P21 é uma

proteína codificada pelo gene CDKN1A em humanos, conhecida por seu papel crucial na

regulação do ciclo celular, atuando como um inibidor da cinase dependente de ciclina

(HARPER et al., 1993). A MMP2, por outro lado, é uma enzima que desempenha funções

vitais na remodelação da matriz extracelular e tem sido associada à senescência cardíaca

(WANG et al., 2018), e compõe o fenótipo secretório associado ao envelhecimento. A

ausência de variação significativa nos níveis de expressão dos marcadores P21 e MMP2 entre

os grupos jovem e envelhecido pode ser atribuída a diversos fatores. É possível que

mecanismos compensatórios estejam atuando para manter a homeostase celular e vascular em

ambos os estados (SMITH et al., 2008). Além disso, as vias de sinalização intracelulares

podem estar moduladas para preservar a função cardíaca apesar das mudanças fisiológicas

associadas ao envelhecimento (HARPER, 1993; WANG, M., 2018).



43

Figura 5: Apesar do papel crucial da P21 na regulação do ciclo celular (Harper et al., 1993) e da MMP2 na
remodelação da matriz extracelular (Wang et al., 2018), não foram observadas diferenças significativas na
expressão desses genes entre os dois grupos. Isso pode ser atribuído a mecanismos compensatórios que atuam
para preservar a função cardíaca apesar das mudanças fisiológicas associadas ao envelhecimento (Smith et al.,
2008). Fonte: Comparação da expressão gênica dos marcadores de senescência cardíaca P21 e MMP2 entre
grupos jovens e envelhecidos.

No entanto, é importante considerar que o número de amostras experimentais (N

experimental) poderia ser aumentado para fortalecer a confiabilidade desses resultados

(BIAU, D. J, 2008). Além disso, uma explicação alternativa para a ausência de diferenças

significativas na expressão desses marcadores pode ser que eles não sejam os mais indicados

no contexto do miocárdio. Em contraste com outros tecidos, o miocárdio pode ter um

conjunto distinto de marcadores de senescência que são mais sensíveis às mudanças

fisiológicas associadas ao envelhecimento.Os marcadores de senescência no miocárdio podem

incluir alterações na expressão de certos genes e proteínas, bem como alterações na estrutura e

função das células do miocárdio. Por exemplo, a p16INK4a é uma proteína que inibe a

progressão do ciclo celular e é frequentemente usada como um marcador de senescência

celular. A expressão de p16INK4a aumenta com a idade em muitos tecidos, incluindo o

miocárdio (MIRANDA; LIMA, 2014) Esses marcadores podem ser particularmente úteis para

entender os processos de envelhecimento no coração e desenvolver estratégias terapêuticas

para doenças cardíacas relacionadas à idade. Outro marcador potencial de senescência no

miocárdio é a beta-galactosidase, que é uma enzima que aumenta sua atividade em células

senescentes (idem). Além disso, as alterações na estrutura e função das mitocôndrias, que são

organelas celulares responsáveis pela produção de energia, também têm sido associadas à

senescência no miocárdio (idem). Embora a expressão dos marcadores de senescência
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cardíaca P21 e MMP2 não tenha mostrado diferenças significativas entre os grupos jovem e

envelhecido, isso não exclui a possibilidade de que outros marcadores possam ser mais

sensíveis às mudanças fisiológicas associadas ao envelhecimento. Portanto, futuras pesquisas

poderiam explorar a utilização de outros marcadores de senescência mais relevantes para o

miocárdio como estudo recente de (MEHDIZADEH et al. 2022), que sugere que a

senescência celular pode desempenhar um papel significativo na fisiopatologia da fibrilação

atrial.
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6 - CONCLUSÃO

Com base nos dados coletados e analisados neste estudo, fica evidente que o processo

de envelhecimento exerce um impacto substancial na fisiologia cardiovascular. As mudanças

identificadas na eletrocardiografia basal, reatividade vascular oferecem uma visão detalhada

das transformações fisiológicas que acompanham o envelhecimento.

Pesquisas futuras devem se concentrar em elucidar esses mecanismos e explorar

possíveis intervenções terapêuticas multidisciplinares e multigeneralizadas, para mitigar os

efeitos do envelhecimento na fisiologia cardiovascular. A busca por essas respostas é crucial

para avançar nosso conhecimento na área de fisiologia cardiovascular e fornecer melhores

cuidados de saúde para a população envelhecida.
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