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RESUMO

Com a queda na taxa de natalidade e aumento da expectativa de vida, a populagao global esta
envelhecendo. O envelhecimento ¢ um fendmeno biologico ubiquo e caracterizado pela
deterioragdo dos mecanismos fisiologicos de regulacio da homeostase. Por isso, o
envelhecimento ¢ o fator de risco dominante para o desenvolvimento de doencas
cronico-degenerativas, incluindo aquelas que afetam o sistema cardiovascular. No entanto, os
mecanismos subjacentes ao envelhecimento cardiovascular ainda sdo pouco compreendidos.
Neste contexto, o objetivo deste projeto € avaliar as propriedades eletrofisioldgicas do coracao
in vivo e a fungdo 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 eletrofisiologicas basais e sob condi¢gdes de estresse, induzidas por
dobutamina e cafeina, foram avaliadas por eletrocardiografia e ecocardiograma. Apos a
eutanasia, a fun¢do vascular foi avaliada em um modelo ex vivo, através da reatividade
vascular em anéis de aorta. Amostras bioldgicas de coracdo e aorta foram coletadas para
mensurar a expressdo génica de marcadores de senescéncia 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 compreensao
valiosa sobre os mecanismos moleculares e celulares subjacentes ao envelhecimento
cardiovascular, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para doengas
cardiovasculares relacionadas a idade.

Palavras-chave:  envelhecimento; propriedades eletrofisioldgicas; senescéncia celular;
reatividade vascular; expressao génica.



ABSTRACT

With the decline in birth rate and increase in life expectancy, the global population is aging.
Aging 1s 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-INTRODUCAO

1.1 - ASPECTOS DEMOGRAFICOS DO ENVELHECIMENTO E IMPACTOS NA
SAUDE PUBLICA.

O ser humano nunca viveu tanto quanto na atual geracao (Figura 1), a expectativa de
vida ¢ a principal métrica para avaliar a saude da populaciao (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 obito
em uma populacdo. Parte deste aumento na expectativa de vida se deve a queda na
mortalidade infantil (Figura 2). Em relagdo as sociedades pré-modernas (antes da
industrializagdo), a maioria dos dados sdo arqueologicos e historicos, 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 Japao Medieval (1300 —
1400).

1200 192 1240 e 1880 SO0 2UE0 L0400 2UGL

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 pais
vivendo até os 70 anos. Ja a projecdo feita pelo Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica para 2060 é de que
pessoas no Brasil possam viver em média até os 81 anos. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. IBGE.

Pouco mudou na transicdo da idade média para a era moderna (1453 — 1789). O
primeiro pais a coletar esse tipo de dado foi a Suécia, entre 1750 e 1780, com mortalidade
infantil em torno de 40% (HMD, 2023). No mesmo periodo, a Bavaria (Alemanha) e a Franca
apresentavam numeros similares, entre 40-50%. Ou seja, em todos os cantos do mundo (pelo
menos), 50% das criangas morriam por alguma doenca. No entanto, acredita-se que essas

estimativas sao conservadoras. Levando em conta a elevada taxa de natalidade, se cada casal
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tivesse 4 filhos, a populagdo dobraria a cada geragdo. (No entanto, nessa época o crescimento
populacional era estavel. Apds a industrializacdo, a taxa de mortalidade infantil caiu
progressivamente até atingir 19,5% na metade do século 20. Desde entdo, houve queda
pronunciada até os dias de hoje, ainda que em muitas nagdes, a taxa de mortalidade possa ser
>10% (Angola). Varios fatores contribuiram para o envelhecimento da populagdo. O acesso
mais amplo ao conhecimento, facilitado pela internet, permitiu que as pessoas aprendessem
mais sobre a prevencao de doencas e a importancia de uma alimentagdo saudavel (IBGE,
2022). Além disso, melhorias nas condi¢gdes de vida, incluindo saneamento adequado e acesso
a dgua tratada, também desempenharam um papel crucial; a melhoria nutricional e a elevagado
dos niveis de higiene pessoal foram outros fatores importantes que contribuiram para o
aumento da expectativa de vida; como também, melhores condi¢des ambientais, no trabalho e
nas residéncias resultaram em uma populagdo mais saudavel e, consequentemente, mais
longeva (KALACHE; VERAS; RAMOS, 1987). Essas mudangas, juntamente com a
diminui¢do da taxa de fecundidade e o aumento da longevidade, resultaram em um rapido
envelhecimento da populagdo 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 diminuido progressivamente (Figura 3). O periodo pds-segunda guerra mundial vivenciou
o ultimo crescimento na taxa de natalidade, caracterizando a geracdo baby-boomer, nos anos
1960. Nesta época, a taxa de fertilidade era de aproximadamente 5,3 filhos por mulher. Na
virada do milénio, a taxa de fertilidade ja havia atingido 2,7 filhos por mulher. Hoje, este
parametro ¢ de apenas 2,3 filhos. De acordo com a meta 3.2 dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentdvel, o Brasil precisa, até 2030, enfrentar as mortes evitaveis de
recém-nascidos e criangas menores de 5 anos, objetivando reduzir a taxa da mortalidade
infantil para no maximo cinco por 1.000 nascidos vivos e a mortalidade na infancia para no

maximo oito por 1.000 nascidos vivos.
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Figura 2: Taxa de mortalidade infantil no Brasil. De acordo com o Cendrio da Infincia e Adolescéncia 2021, da
Fundagdo Abring, a taxa de mortalidade infantil (menores de 1 ano), é de 12,4 para cada 1.000 nascidos vivos e a
mortalidade na infincia (menores de 5 anos), ¢ de 14,4 para cada 1.000 nascidos vivos. Fonte: Ministério da
Satde (MS)/Secretaria de Vigilancia em Satde (SVS)/ Diretoria de apoio Administrativo ao Sistema de Satde
(DASIS)/ Sistema de Informagdo de Nascidos Vivos (SINASC)e/ Secretaria de Vigilancia em Saude/
Coordenagdo Geral de Informagdes e Analises Epidemiologicas (CGIAE)/ Sistema de informacgdes de
Mortalidade (SIM).
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Figura 3: Brasil: Comportamento das taxas de natalidade ¢ mortalidade e a evolucdo da populagdo (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 desequilibrio demografico ¢ o envelhecimento populacional. Em

todo o mundo, a propor¢ao de pessoas com 60 anos ou mais estd aumentando de forma mais
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rapida do que qualquer outra faixa etaria (IBGE, OMS, 2023) (Figura 4). Em 2025, a
populacdo de envelhecidos serd de cerca de 1,2 bilhdo de pessoas. Até 2050, esse nimero
chegara a dois bilhdes, com 80% dos envelhecidos vivendo em paises em desenvolvimento
(OMS, 2002). O leste e o sudeste da Asia abrigam a maior parcela (37%) da populagio 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 devera diminuir
para 19,1% em 2050. A Asia Central e do Sul abrigam um sexto da populagdo idosa global
(16,9%) em 2019, numero que devera aumentar para um quinto (21%) em 2050 (ONU, 2024).
Entre 2019 e 2050, a América Latina e o Caribe verdo um aumento em sua participagdo na
populagido idosa mundial de 8% em 2019 para 25% em 2050 (PAHO, 2024). A Africa
Subsaariana ¢ o Norte da Africa e a Asia Ocidental também experimentardo um aumento na
propor¢ao de envelhecidos, de 5 para 7 por cento e de 4 para 6 por cento, respectivamente
(TELLES; BORGES, 2013). Este fenomeno tem levado a uma reorganiza¢cdo dos sistemas
publicos e privados de saude, pois o envelhecimento ¢ o fator de risco ubiquo ¢ dominante

para o desenvolvimento de doencgas cronico-degenerativas (NASRI, 2008).

6.0 [
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35|
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Figura 4: Desequilibrio demografico acerca do envelhecimento populacional. Fonte: Organizagdo Mundial da

Satde (OMS), 2023.
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A populacdo brasileira também vem sofrendo, nas ultimas cinco décadas, transi¢des
demograficas decorrentes de mudangas nos niveis de mortalidade e fecundidade, em ritmos
nunca vistos anteriormente. Essas mudancas fizeram com que a populagdo passasse de um
regime demografico de alta natalidade e alta mortalidade para outro, primeiramente com baixa
mortalidade e, a seguir, baixa fecundidade. De acordo com o censo demografico gerado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), enquanto no ano de 2021 a populacao
idosa (= 60 anos) correspondia a cerca de 10% da populagdo total, em 2060 estima-se que
essa propor¢do aumentard para 25% (IBGE, 2018). Estes dados foram compilados pelas

Nagodes Unidas e representados na Figura 5.

Embora seja um reflexo positivo das melhorias nas condi¢cdes de vida e na assisténcia
médica, o envelhecimento traz desafios relevantes, pois é o fator de risco dominante para o
desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas. No Brasil, cerca de 70% dos
envelhecidos possuem pelo menos uma doenga cronico-degenerativa, sendo as doengas do
aparelho circulatorio (CID 10 — Capitulo IX) as principais causas de mortalidade em
envelhecidos (DATASUS, 2023). Além disso, esse grupo de doengas ¢ a principal causa de
internagdes entre envelhecidos, totalizando 748.979 autorizagdes para internagao hospitalar, o
que corresponde a 62,2% do total de internagdes para o Capitulo IX em 2022 (DATASUS,
2023).
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Figura 5: Proje¢do do aumento da populagdo idosa > 60 anos. Fonte: IBGE/Diretoria de Pesquisas. Coordenagao
de Populagio e Indicadores Sociais. Geréncia de Estudos e Analises da Dinamica Demografica.
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Dessa forma, o envelhecimento populacional impde desafios hercileos a todas as
esferas do planejamento governamental, sobretudo aqueles referentes as politicas sociais e de
satde. Particularmente, como 73% dos individuos com 60 anos ou mais, ndo possuem plano
de saude, o envelhecimento populacional serd acompanhado por um aumento nos gastos
ambulatoriais e hospitalares do Sistema Unico de Saide em cerca de 37% e 47%,
respectivamente (LIMA-COSTA; BARRETO; GIATTI, 2003; CARNEIRO; CAMPINO;
LEITE, 2013). Do ponto de vista monetario, as doencas do aparelho circulatorio impdem os
maiores custos ambulatoriais e hospitalares ao Sistema Unico de Satde, com um valor médio
total por internagao de R$ 3.030,96. Na populagdo com faixa etaria de 60 anos ou mais, o
valor das internagdes por causas circulatorias é ainda maior, atingindo R$ 3.509,26 (60-69

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

Dessa forma, em 2022, foram gastos R$ 2,33 bilhdes no tratamento de doengas
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 etarias juntas (0 a 59 anos, R$ 1,29 bilhdes)
(DATASUS, 2022). Para se ter uma no¢ao da magnitude desses nlimeros, esse valor ¢ maior
do que o total gasto em todas as faixas etarias juntas para o tratamento das doencas do
Capitulo I (Algumas doencas infecciosas e parasitarias — R$ 2,30 bilhdes) ou do Capitulo II
(Neoplasias — R$ 2,11 bilhdes). Esse cenario deve se agravar com o envelhecimento da
populacdo brasileira. Conforme o relatério da Secretaria do Tesouro Nacional em 2019, o
envelhecimento da populagdo brasileira esta pressionando o orcamento na area da saude, o
que demandara investimentos adicionais de R$ 50 bilhdes até 2027, considerando assisténcia
farmacéutica, farmacia popular, e atengdo de média e alta complexidade (Tabela 1 e 2) (STN,
2019). E importante lembrar que os impactos do envelhecimento populacional vio muito além
da logistica e orgcamento em saude, pois envolvem a sobrecarga do sistema previdenciario, a
queda da produtividade do pais, além das alteragcdes profundas no planejamento e estrutura
familiar, devido ao grau de dependéncia dos envelhecidos. No Brasil, temos motivos para
acreditar que os impactos do envelhecimento serdo ainda maiores devido a elevada

desigualdade social em comparagdo com paises europeus € norte-americanos.
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Tabela 1: A evolugdo do gasto publico da Unido, na area de saude, para o periodo de 2008-2017. (R$ bilhdes
constantes de 2017).

Saude 50,8 57,4 66,2 74 835 894 1004 1069 1159 117,1
Atencéo Basica 8,1 84 97 11 134 138 16,8 17,7 186 185
MAC 21,9 24,7 27 30,5 344 34,7 392 404 428 4541
Assisténcia Farmacéu® 4,1 48 53 64 74 88 97 11 1341 11,2
Vigilancia em Saude 23 25 27 36 38 45 48 48 69 68

Fonte: STN, 2017.

Tabela 2: Taxas de crescimento da despesa em saude.

2008-2017 2008-2017
Saude 9,70% 3,10%
Atencéo Basica 9,60% 3,00%
MAC 8,40% 1,90%
Assisténcia Farmacéu 11,80% 5,10%
Viailancia em Saude 12.70% 6.00%

Fonte: STN, 2018.

Devido a este cenario preocupante, o Ministério da Satde incluiu a satde do
envelhecido como item prioritario na agenda de satide do Pais. A politica nacional de saude
da pessoa idosa objetiva, no ambito do SUS, garantir atencao integral a Satide da populagao
idosa, enfatizando o envelhecimento saudavel e ativo baseado no paradigma da capacidade
funcional, abordada de maneira multidimensional (VERAS, R. 2004). Mas o efeito pratico
ainda n3o foi observado. O peso assistencial ainda é preponderante e o notavel grau de
desarticulacdo dentro do sistema de satde dificulta a operacionalizacdo de qualquer l6gica
baseada em uma avaliagdo capaz de abranger os multiplos aspectos da vida do envelhecido

(VERAS & CALDAS, 2004).

1.2 - DISFUNCOES CARDIOVASCULARES NO ENVELHECIMENTO.

De acordo com (SOUZA et al., 1998) o processo de envelhecimento esta ligado a
mudangas estruturais no coragdo. Conforme enfatizado no tdpico anterior, as doengas
cardiovasculares sdo as principais causas de morbidade e mortalidade entre envelhecidos.

Apesar de alguns parametros cardiovasculares dependerem diretamente da idade, na maioria
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dos casos, o declinio do desempenho cardiovascular ndo ¢ apenas uma consequéncia do
aumento da idade, mas sim da agregagdo de problemas cardiovasculares e ndo
cardiovasculares (FERRARI, 2003). De fato, o envelhecimento esta associado a uma
deterioragdo progressiva nos mecanismos fisiolégicos que regulam a homeostase
cardiovascular, que consiste em um complexo processo bioldgico relacionado a fatores
intrinsecos, como apoptose (morte celular programada), e extrinsecos, como doengas ¢ estilo

de vida, levando a um risco aumentado de complicac¢des de satde e doengas.

Durante o envelhecimento, hd reducao progressiva na quantidade de cardiomiocitos
devido a apoptose e necrose causadas por diversos estimulos estressores, como danos
oxidativos, estresse de reticulo e disfun¢do mitocondrial. Este cendrio é agravado pela
capacidade regenerativa negligenciavel do coragdo humano. De fato, evidéncias baseadas na
marcacdo com carbono 14 indicaram que o coragdo de um individuo adulto se regenera
apenas 1% ao ano, embora evidéncias com camundongos tenham indicado que a taxa de
renovacdo de cardiomidcitos possa chegar até 15% apos lesdes severas, como o infarto agudo
do miocardio (HSIEH et al., 2007; BERGMANN et al., 2009). Com o processo natural de
envelhecimento, observa-se uma diminuicdo ainda mais acentuada na renovacao dos
cardiomiocitos, reduzindo-se a uma taxa estimada de 0,45% ao ano (BERGMANN et al.,
2009). Isto se deve a capacidade mitdtica limitada dos cardiomidcitos, que sdo considerados
células pds-mitoticas. Além de uma proliferacio limitada de cardiomiocitos, supde-se que o
coragdo possui uma populagdo negligencidvel de células-tronco, ainda nao identificada no
coragao humano, que seria incapaz de conduzir a renovacao dos cardiomiocitos de maneira
satisfatoria (LITVINUKOVA et al., 2020). Frente a limitada capacidade de regeneragio, duas
adaptacdes podem ser notadas no arcabougo celular do coragdo ao longo do envelhecimento:
aumento do volume dos cardiomidcitos remanescentes e na deposi¢do de coldgeno na matriz

extracelular (ANDERSON et al., 2019).

O principal estimulo para a hipertrofia dos cardiomidcitos parece ser a senescéncia
celular decorrente da instabilidade gendmica induzida por danos oxidativos, sobretudo na
regido dos telomeros. Por ser irrepardvel, o dano nos telomeros desencadeia uma resposta
celular de reparo a danos ao DNA, caracterizada pela expressdo de proteinas inibidoras de
quinases dependentes de ciclinas e beta-galactosidase associada a senescéncia (SILVA et al.,
2009). Cardiomiocitos senescentes também apresentam aumentos na expressao de proteinas

do citoesqueleto (SANTOS; TUCCI, 2007), ao passo que hd reducdo na expressdo das
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proteinas nucleares lamininas A e C (CABANELAS; MARTINS, 2015). Isto reduz a fluidez
do sarcolema, ao passo que torna o nucleo celular mais instavel e suscetivel a danos
genomicos. Além disso, um dos resultados principais ¢ o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca (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 coragao (FERRARI, A., 2003).

Outra alteracdo marcante é o aumento na deposi¢do de colageno, caracterizando o
quadro de fibrose. Particularmente, o coldgeno torna-se mais proeminente devido ao aumento
dos seus depositos locais e ao aumento do mesmo nas ligagdes cruzadas entre fibras
adjacentes, o que da origem a um processo generalizado de fibrose (CHEITLIN, 2003;
LAKATTA, 2003). No entanto, a relagdo midcito/colageno no coragdo permanece constante

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

Como resultado destas alteragdes, a funcdo cardiaca fica prejudicada. O aumento
resultante da pressao diastolica ventricular prolonga o tempo de relaxamento isovolumétrico,
e prejudica o enchimento diastdlico precoce, que ¢ altamente dependente do fluxo sanguineo
passivo (HERBIG et al., 2004). O miocardio se torna menos complacente devido a fibrose
intersticial, também retardando a fase de relaxamento isovolumétrico (BONOW, 2011). O
declinio no relaxamento cardiaco prejudica a fase de enchimento ventricular, que passa a
depender cada vez mais da contracdo atrial. Como resultado, o enrijecimento das paredes do
coracdo relacionado a idade, impede o ventriculo esquerdo de se encher eficazmente, isto
pode ser observado no registro de ecocardiografia, através da inversdao na razdo das ondas
E/A, que correspondem, respectivamente, as fases de enchimento ventricular precoce e tardio
(FLEG et al., 1995). O prolapso da valvula atrioventricular e a regurgitacdo sanguinea
também surgem como consequéncia da disfun¢do diastdlica ventricular, levando ao aumento

atrial (HERBIG et al., 2004).

Por outro lado, a fun¢ao sistolica de repouso € pouco alterada, pois a fragdo de eje¢ao
permanece em torno de 65%. Mesmo assim, a reserva inotropica costuma ser reduzida,
conforme evidenciado em testes ergométricos e apos injecdo de agonistas P-adrenérgicos
(FLEG et al., 1995). Porém, em situacdes de maior demanda, seja fisiologica ou patoldgica,
0s mecanismos compensatorios podem falhar, resultando em alteragdes funcionais
clinicamente mais relevantes em eventos isquémicos cardiovasculares (HOGAN, 2005; JANI,

2006). Portanto, apesar do aumento no volume diastolico final maximo, nao ha reducao
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proporcional no volume sistolico, consistente com desacoplamento do mecanismo de

Frank-Starling.

Outras alteragdes menos compreendidas no coragdo com a idade sdo uma diminuig¢ao
no numero e na funcdo das células do marcapasso nodal, e sinoatrial ¢ um aumento
concomitante nas anormalidades de conducdo. Isso reduz a variabilidade da frequéncia
cardiaca e a frequéncia cardiaca maxima (PASCHOAL et al., 2006), de modo que a reserva
cronotropica do coragdo envelhecido ¢ também atenuada. Além de acréscimo de adiposidade,
espessamento fibroso, substituicdo do tecido muscular por tecido conjuntivo, e calcificagdao do

anel valvar (PASI, 2006).

1.3 - DISFUNCOES VASCULARES E ALTERACOES ESTRUTURAIS NO
SISTEMA VASCULAR NO ENVELHECIMENTO.

O envelhecimento ¢ um processo bioldgico que também afeta o sistema vascular. O
efeito da idade é mais evidente nas grandes artérias elasticas. As principais alteragdes incluem
aumento da rigidez (diminui¢do da distensibilidade), do didmetro do limen e da espessura
médio-intimal da parede do vaso (OLIVEIRA, 2022). Na mesma linha, pode haver migragao
e/ou proliferacdo das células musculares lisas vasculares, com infiltracio no espago
subendotelial, resultando assim em um aumento dos depdsitos de coldgeno, elastina, e
proteoglicanos, bem como uma presenca anormal de leucocitos e macrofagos (OLIVEIRA,

2022).

Conforme descrito por (JOHNSON, 2001), a rigidez das artérias ¢ regulada por um
equilibrio delicado entre a sintese e a degradacdo de elastina e colageno. A desorganizacdo ou
perda de elastina, substituida por colageno, resulta em um aumento na rigidez da parede
arterial. Assim, qualquer perturbacdo nesse sistema, seja por substancias pro-inflamatorias
(IL-6, TNF-alfa; IL-1, IL-4, IL-10), altera¢des na inibicdo ou ativacdo de metaloproteinases
(MMP’s), ou sobrecarga de pressdo, pode levar a superproducdo de colageno e/ou diminui¢do
da elastina, reduzindo assim a distensibilidade vascular. Portanto, o enrijecimento arterial
ocorre por meio de uma interagdo complexa entre adaptacdes dindmicas e estaveis que

envolvem elementos celulares e a matriz extracelular da parede vascular.

Além das alteragdes estruturais, a regulagdo do tonus vascular também ¢ prejudicada

com o envelhecimento. Este cenario € provocado, principalmente, por disfungdes endoteliais.
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Estudos em humanos e experimentais concordam que, a diminui¢do da biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO), um mediador chave de vaso relaxamento e processos antiaterogénicos,
esta subjacente a disfun¢do endotelial dependente da idade (TSCHUDI, 1996; TADDEI et al.,
2001). A biodisponibilidade reduzida do 6xido nitrico NO, um gés produzido pelo endotélio
vascular, ¢ uma caracteristica marcante da disfun¢do endotelial relacionada a idade. O 6xido
nitrico ¢ um regulador essencial do tonus vascular, mediando a vasodilatagdo, inibindo a
agregacao plaquetaria e promovendo propriedades anti-inflamatorias (TADDEI et al., 2001).
A reducdo da biodisponibilidade do NO pode ocorrer devido a sintese diminuida ou ao
aumento da degradacdo do NO. Em condi¢des normais, a 6xido nitrico-sintase endotelial
(eNOS) produz NO a partir da I- arginina na presenca do cofator tetrahidrobiopterina (BH4).
Dados recentes sugerem uma alteracdo na funcao da eNOS relacionada a idade, denominada
desacoplamento da eNOS (SANTHANAM, 2008). No entanto, com o envelhecimento, ocorre
uma altera¢do na fungdo da eNOS. Esse resultado resulta na produgdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio pela eNOS em vez de NO, contribuindo ainda mais para o estresse
oxidativo e para a disfuncdo endotelial (SANTHANAM, 2008). Este efeito deriva, pelo
menos em parte, de uma diminui¢do na disponibilidade de BH4, resultando em liberacao
prejudicada de NO e aumento da producdo do anion superdxido altamente pré-oxidante (O2-)
(DELP, 2008). Além disso, a disponibilidade do substrato de eNOS, L-arginina, também pode
restringir a produgdo de NO. Nesse sentido, a atividade da arginase, enzima que compete com

a eNOS pela |- arginina, aumenta com a idade, proporcionando um mecanismo plausivel para

a diminuigdo da sintese de NO (SANTHANAM, 2008).

Coletivamente, estas alteracdes favorecem o aumento do ténus vascular e da
resisténcia vascular sistémica, ao passo que a complacéncia vascular ¢ reduzida. Nesse
contexto, a aorta perde sua flexibilidade, e hd um aumento na resisténcia a eje¢do de sangue
pelo ventriculo esquerdo. Com uma aorta menos flexivel, a velocidade da onda de pulso
aumenta em seu movimento para a periferia, assim como a velocidade de reflexdo no sentido
oposto (CHEITLIN, 2003; LAKATTA, 2003). Isto favorece o aumento da pds-carga do
ventriculo esquerdo e, consequentemente, da pressdo arterial sistdlica. Por outro lado, a
pressao arterial diastolica ¢ atenuada, resultando no alargamento da amplitude da onda pulsatil
em envelhecidos. Além disso, o aumento progressivo da pressdo arterial sistolica favorece o
desenvolvimento de hipertensdo arterial sist€émica, doenga com elevada prevaléncia nesta

populacgio.
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1.4 - PAPEL DA SENESCENCIA NAS DISFUNCOES FISIOLOGICAS DO
ENVELHECIMENTO.

Até o momento, os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na progressdo das
disfungdes cardiovasculares do envelhecimento sdo pouco conhecidos. Originalmente, o
envelhecimento ¢ um processo bioldgico caracterizado pela deterioragdo progressiva das
funcdes fisiologicas do organismo. A perda de fungdo e o acimulo de dano tecidual estdo
relacionados ao aumento do desequilibrio oxidativo, o que também aumenta o risco de
desenvolver comorbidades e a susceptibilidade a morte (PARADIES et al., 2010; WANG et
al., 2018). O acimulo de danos celulares e moleculares, sobretudo no DNA, ¢ o principal
mecanismo fisiopatologico envolvido. Isto € constantemente influenciado por fatores
endogenos (e.g., predisposicdo génica e exposicdo a doengas cronica) e ambientais (e.g.,
polui¢do e radiagdo ultravioleta) que provocam diversas disfungdes celulares e aumentam os
niveis de estresse oncogénico. Para agravar esta condi¢dao, ha deterioragdo progressiva dos

mecanismos fisioldgicos de reparo e regeneracao.

Diante do acimulo de danos no DNA, as células dao inicio a sinalizagao para indugao
de senescéncia, um estado alostatico caracterizado pela interrupcdo do ciclo celular e
mudangas no padrdo de expressdo génica. A senescéncia ¢ uma adaptagdo complexa do
organismo aos estressores ambientais e internos, e desempenha um papel fundamental no
envelhecimento celular e na preservacdo da homeostase. A deflagracdo da senescéncia
envolve o recrutamento de vias de sinalizagdo iniciadas pelas proteinas cinases ATM (do
inglés, ataxia-telangiectasia mutated), que ¢ ativada em resposta a danos no DNA, como
quebras de dupla hélice, resultantes de radiagdes ionizantes e outros agentes genotoxicos, €
ATR (do inglés, ataxia-telangiectasia and Rad3), que ¢ ativada em resposta a danos no DNA
associados a replicacdo, como replicagdo incompleta ou pausa da forquilha de replicagdo. e
que resultam no recrutamento de proteinas cinases dependentes ciclinas que interrompem o

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

A senescéncia também pode ser deflagrada diante da instabilidade dos telomeros
devido a exaustdo replicativa, fendmeno descrito em 1965 por Hayflick e Moorhead.
Conforme foi demonstrado em fibroblastos, as células somaticas normais t€ém um potencial

limitado de replicagdo: aproximadamente cinquenta divisdes, segundo o limite de Hayflick.
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Os autores observaram que as células acumulavam caracteristicas fenotipicas relacionadas ao
envelhecimento, além de apresentarem um niimero de divisdes limitados, sugerindo que essas
células ndo eram capazes de se multiplicar indefinidamente (HAYFLICK; MOORHEAD,
1961). Posteriormente, esse tipo especifico de senescéncia (denominado senescéncia
replicativa), foi causalmente associada ao encurtamento fisioldégico de telémeros
(BLACKBURN; GALL, 1978). Essa observagdo suporta a hipdtese original de que a
senescéncia ¢ um mecanismo que impede o crescimento irrestrito de células danificadas, uma
vez que o encurtamento critico de teldmeros pode promover o acimulo de mutacdes levando
a instabilidade cromossOmica, as quais ativam a tumorigénese (VAN DEURSEN, 2014). A
interrup¢do do ciclo celular é um mecanismo importante para evitar a propagagdo de

mutacoes ao longo da divisdo celular.

Além da parada do ciclo celular essencialmente permanente, o fendtipo senescente ¢
caracterizado por outros marcadores moleculares e celulares, como alteragdes morfologicas,
reprogramagdo metabdlica, rearranjo da cromatina ou modulagio da autofagia, de forma que a
célula aumente seu tamanho em decorréncia do conteudo lisossomal e adquira uma
morfologia achatada, além de aumentar a atividade da enzima B-galactosidase (-gal) em pH
proximo ao neutro (MORA et al. 2007, MORGUNOVA et al. 2015). Além disso, a secre¢cao
de citocinas e quimiocinas que compdem o fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP),
como IL-1p, IL-6 ¢ IL8 (EVAN; di FAGAGNA 2009; COPPE et al. 2010), ¢ a diminui¢do nos
niveis nucleares 28 de Lamin B1(proteina que, em humanos, ¢ codificada pelo gene LMNBI,
e ¢ uma das proteinas que compdem a lamina nuclear, uma matriz de proteinas bidimensional
localizada préxima a membrana nuclear interna), (SHIMI et al. 2011, FREUND et al. 2012),
estdo geralmente associadas ao acimulo de dano ao DNA nuclear, denominados (FOCI) na
heterocromatina associados a senescéncia SAHF (Senescence-Associated Heterochromatin
Foci), que sdo estruturas de heterocromatina que se formam em células senescentes), e
também sdo caracteristicas comuns de muitos tipos de senescéncia (KUILMAN et al. 2010.;
SALAMA et al. 2014). As mudancas na fisiologia celular e no secretoma associado a
senescéncia também sdo observadas em células pds-mitoticas, ao passo que a interrupgao do

ciclo celular ¢ observada naturalmente apenas em células proliferativas.

A despeito da importancia da senescéncia, a sobrecarga alostatica gerada pelo acimulo
de células senescentes, ¢ um dos principais fatores determinantes da deterioracao dos sistemas

fisiologicos ao longo do envelhecimento (OVADYA et al., 2018). Em parte, isto ocorre
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devido as suas disfuncdes celulares, sobretudo disfun¢des mitocondriais e os consequentes
danos oxidativos a macromoléculas. Nao obstante, o fenotipo de secrecdo associado a
senescéncia (FeSS), promove diversos efeitos que podem comprometer a homeostase tecidual
através do remodelamento da matriz extracelular, recrutamento de células inflamatorias, e

disfuncio e apoptose de células viaveis (COPPE et al., 2010).

O acumulo de danos celulares normalmente ¢ contrabalanceado pelos mecanismos de
reparo e regeneracdo dos tecidos bioldgicos. Esses mecanismos sdo determinados pela
proliferagdo e diferenciacao das células-tronco e progenitoras. Além disso, as células-tronco
secretam diversas moléculas que promovem citoprotecao e alteracdes no millieu intérieur e,
assim, contribuem para a preservacdo do arcabouco celular durante a exposi¢do a condi¢des
indspitas. Todavia, ao longo do envelhecimento a capacidade de reparo e regeneragdo dos
tecidos bioldgicos ¢ drasticamente reduzida devido ao esgotamento das reservas de
células-tronco e progenitoras endogenas (GANDO et al., 2011; ZHU et al., 2009). Ha
aumento na expressdo de marcadores de senescéncia e danos oxidativos, ao passo que a
expressdo de genes que codificam proteinas reguladoras da replicagdo e reparo do DNA, ¢
reduzida em células-tronco e progenitoras senescentes (ZHU et al., 2009). Assim, o potencial
de citoprotecdo, migragdo, enxerto, diferenciacdo e clonogenicidade dessas células em

mamiferos envelhecidos ¢ significativamente reduzido (GANDO et al., 2011).

Todavia, o papel da senescéncia celular no sistema cardiovascular ndo esta claro. A
identificacdo de marcadores de senescéncia no sistema cardiovascular ¢ um importante passo
para a caracterizagdo do envelhecimento cardiovascular e, assim, para o desenvolvimento de
intervengoes capazes de atenuar as disfuncdes cardiovasculares do envelhecimento. Portanto,
esse estudo visa caracterizar os efeitos do envelhecimento sobre as propriedades

eletrocardiograficas e a reatividade vascular.
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2 - JUSTIFICATIVA

De acordo com o Instituto Brasileiro de Estatistica e Geografia, a prevaléncia de
envelhecidos no Brasil aumentara de 10,15% em 2021 para 25,49% no ano de 2060. No
mesmo intervalo de tempo, a sua prevaléncia no estado do Rio de Janeiro (RJ) aumentara de
12,35% para 26,85%. E importante salientar que 77,4% da populacio da Unido possui ao
menos uma doenca, sendo as doencas cardiovasculares as maiores causas de
morbimortalidade nesta populagdo (GARCEZ-LEME; LEME, 2014). Com o aumento da
prevaléncia da populacdo idosa, estima-se que o percentual de Obitos por doencas
cardiovasculares possa atingir até¢ 40% do total de Obito nas proximas 2-3 décadas, ao passo
que o custo atribuido a esse grupo de doengas devera triplicar (DUNBAR et al., 2018). Como
73% dos individuos com >60 anos no Brasil ndo possui plano de saude, este desequilibrio
demografico sera acompanhado de elevagdo nos gastos ambulatoriais e hospitalares do
Sistema Unico de Saude (SUS) em cerca de 37% e 47%, respectivamente (CARNEIRO;
CAMPINO; LEITE, 2013; LIMA-COSTA; BARRETO; GIATTI, 2003). E importante
ressaltar que com o crescente cendrio de desigualdade social do Brasil, explicitado durante a
pandemia de COVID-19, a populacdo idosa deve se tornar ainda mais dependente do SUS nos
proximos anos (KALACHE et al., 2020). Portanto, caracterizar as disfungdes
cardiovasculares e a identificagdo de marcadores de envelhecimento cardiovascular sdo
estratégias cruciais para aprimorar a prevencdo e o tratamento de doengas cardiacas. Além
disso, o desenvolvimento de formas de rejuvenescer o coragdo e os vasos sanguineos pode ter
um impacto significativo na melhoria da qualidade de vida dos idosos. Essas estratégias ndo
apenas ajudam a evitar o colapso logistico e orcamentério do Sistema Unico de Saude (SUS),

mas também contribuem para a satide e o bem-estar da populacdo em geral.
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3 - OBJETIVOS
3.1- OBJETIVO GERAL.

Mensurar marcadores de senescéncia celular e caracterizar as disfungoes

eletrocardiograficas e cardiovasculares em camundongos envelhecidos.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Avaliar, em camundongos C57B1/6 adultos (4-6 meses de idade) e envelhecidos (22-24 meses

de idade):

1) As propriedades eletrofisioldgicas e a susceptibilidade a eventos arritmicos

através da eletrocardiografia.
2) A funcio cardiaca através da ecocardiografia.
3) A reatividade vascular ex vivo através da tensdo isométrica.

4) Marcadores de senescéncia celular no coragdo.
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4 - METODOLOGIA
4.1 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL.:

Camundongos do sexo masculino ¢57/bl6 adultos (4-6 meses de idade) e envelhecidos
(22-24 meses de idade) foram utilizados (CEUA 030/2021 IBCCF/UFRJ). Analises
eletrocardiografia basal foram realizadas para comparar as propriedades eletrofisiologicas in
vivo. A susceptibilidade a eventos arritmicos foi determinada por eletrocardiografia de
estresse, com infusdo intravenosa de cafeina e dobutamina. Apods a eutandsia por sobrecarga
de tiopental, anéis de aorta e coragdo foramcoletadas para experimentos ex vivo e in vitro. A
funcdo vasomotora foi determinada em modelos ex vivo, através da reatividade vascular em
anéis de aorta. A expressdo génica de marcadores de senescéncia € o comprimento dos

telomeros na aorta e miocardio foi analisada por qPCR.

4.2 - ELETROCARDIOGRAFIA BASAL E DE ESTRESSE.

Os registros eletrocardiograficos basais foram obtidos em animais acordados e sem
imobilizacdo através de eletrodos subcutdneos implantados na regido tordcica e membros
posteriores, na derivacdo 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 frequéncia de corte passa-alta em 10 Hz e passa-baixa em 0,5 kHz e
digitalizados a frequéncia de amostragem de 10 kHz pela interface analdgica-digital
DIGIDATA 1440A e programa Axoscope 10 (Molecular Devices, USA). A analise sera
realizada com o programa LabChart 7 (AD Instruments, USA). Foram analisadas os tempos
de duragdo dos intervalos PR, RR, QT, QTc (calculado pela formula de Bazzet: QT/raiz do
intervalo RR) complexo QRS. Para a eletrocardiografia de estresse, os mesmos procedimentos
acima foram efetuados imediatamente ap6s a administracdo intravenosa do agonista

B1-adrenérgico dobutamina (50 pg/kg) e de cafeina (120 mg/kg).

4.3 - ECOCARDIOGRAFIA.

A fungdo cardiaca in vivo foi avaliada através de ecocardiografia basal. Para isso, os

animais foram anestesiados com isoflurano vaporizado a 4% para indugdo e 1,5% para
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manuten¢do, em um fluxo de 1L/min de oxigénio. Os animais foram tricotomizados na regiao
do precérdio e examinados com o equipamento Vevo 770 (Visual Sonics, Canadd) acoplado a
um transdutor de 30 MHz. As imagens foram adquiridas no modo-M e analisadas pelo
operador de maneira cega. Foram avaliados a fracdo de ejecdo, a fragdo de encurtamento, o

débito sistolico, o volume sistolico final, o volume diastolico final e a razdo das ondas E e A.

4.4 - REATIVIDADE VASCULAR.

Amostras de aorta toracica foram removidas e imersas em solu¢cdo de Krebs. A aorta
sera fatiada em seg¢des de 2 mm de comprimento e suspensa em uma camara de Orgdo
contendo solugdo de Krebs suplementada com 95% de O2 e 5% de CO2 e mantida a 37 °C.
Um transdutor de for¢ca sera usado para medir a tensdo isométrica (MLT0201®, AD
Instruments). Apds a estabilizacdo dos vasos na tensdo de 1,0 g, as se¢des aodrticas foram
contraidas com fenilefrina 10 uM, seguido de perfusdo com acetilcolina 10 pM para avaliagdo
da integridade do tecido. Os vasos foram lavados por 30 min com solu¢do de Krebs para
retornar a tensdo vascular aos valores basais. Depois que o platd for atingido, as curvas de
concentragdo-resposta vasodilatadora foram determinadas para acetilcolina ou nitroprussiato

de sédio (1 nM a 1 uM) [33].

4.5 - EXPRESSAO GENICA.

A andlise da expressdo génica de marcadores de senescéncia celular pl6, p2l,
metaloproteinase 2 (MMP2) nas amostras de miocardio, aorta e musculo esquelético foram
determinados por qPCR. A extracdo do RNA total foi realizada com RNAeasy (Qiagen),
conforme as instrugdes do fabricante. O cDNA sera produzido com o kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific) a partir de 1000 ng de RNA. As
reacOes foram catalisadas em termociclador (MJ Research PTC-100 Thermal Cycler) e o
cDNA sera armazenado a -20°C. A amplificacdo 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 necessarios a reacao (Fluor6foro SYBR®
Green [; ANTPs com dUTP; Referéncia passiva 1; Tampao otimizado e Primers de DNA). O

controle endogeno sera GAPDH (gliceraldeido 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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sera feita no equipamento ®Viia 7 Real-Time PCR (Applied Biosystems), utilizando o
software Viia 71.2.1 (Applied Biosystems). A analise de quantificagdo dos alvos de interesse

serd determinada por 2-(-AACT).

4.6 - ANALISE ESTATISTICA.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e foram
apresentados como média = desvio padrao. Os resultados foram analisados entre os grupos
através do teste t de Student (Prism 6.00, GraphPad Software). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - ELETROCARDIOGRAFIA BASAL (ECG-BASAL).

Neste estudo, foram analisados vérios aspectos da fisiologia cardiovascular em
camundongos jovens e envelhecidos, incluindo a eletrocardiografia basal, a ecocardiografia, a
reatividade vascular e a expressdo de marcadores de senescéncia cardiaca. Como resultados
do ECG basal, foram comparados varios intervalos da eletrocardiografia basal entre
individuos jovens e envelhecidos. Foram analisados tipos especificos de intervalo: Intervalo

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

O intervalo RR, que ¢ inversamente proporcional a frequéncia cardiaca, apresentou um
aumento significativo entre os grupos jovem e envelhecido (P< 0,05). Esta diferenca entre os
individuos, ¢ um indicativo que a idade pode afetar a frequéncia cardiaca. De acordo com
(VANDERLEI, L.C.M., 2009), alteragdes na modulacdo autondmica do coragao sao
decorrentes de um aumento da atividade parassimpdtica no envelhecimento. Isso pode ser
atribuido a apoptose de células do nodo sinusal e a perda ou reducdo de sensibilidade

simpatica.

Segundo (CHOI et al., 2022), o ritmo do marca-passo diminui naturalmente e
continuamente ao longo da vida. O controle neural do marca-passo ¢ remodelado desde o
nascimento até a idade adulta, com fortes evidéncias de disfun¢do relacionada a idade que
leva a uma reducdo do estimulo elétrico do marca-passo. Essa evidéncia inclui a remodelacao
da arquitetura do tecido do marca-passo, alteragdes na inervacdo, mudangas na aceleracao
simpatica € na desaceleracdo parassimpatica, e alteracoes na resposta das células do
marca-passo @ modulagdo adrenérgica e colinérgica. Além disso, estudos mostram que a
frequéncia cardiaca intrinseca, a variabilidade da frequéncia cardiaca e a condugdo do
estimulo elétrico AV em humanos saudaveis, sdo afetadas pela idade. O desequilibrio
autonomico pode ser uma causa potencial do prolongamento do intervalo RR nos coragdes
envelhecidos (KWON, 2021). A regulagdo do ritmo cardiaco, também conhecido como ritmo
marca-passo, ¢ um processo que envolve a interagdo de varios neurotransmissores, incluindo a
acetilcolina e a noradrenalina, com receptores especificos e canais idnicos (NUNES, 2007). A
acetilcolina ¢ um neurotransmissor que atua no sistema nervoso central e também no sistema
nervoso somatico e autonomo. Ela se liga a dois tipos de receptores: os receptores nicotinicos

e muscarinicos. Os receptores nicotinicos tipo 1 estdo localizados em ganglios autdbnomos e
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podem levar estimulo a medula adrenal, promovendo a liberagdo de catecolaminas. Ja os
receptores muscarinicos de acetilcolina estdo presentes nas células musculares cardiacas. Eles
nao sao canais i6nicos, mas acionam vias de sinalizagdo que inibem o disparo de potenciais de
acdo. A acetilcolina também pode causar hiperpolarizagdo e consequente diminui¢do da

frequéncia cardiaca.

Por outro lado, a noradrenalina, também conhecida como norepinefrina, ¢ uma
catecolamina produzida na glandula adrenal. Ela atua em varios receptores adrenérgicos,
como o alfa 1 e 2 e beta 1 e 2, presentes nos 6rgdos efetores. Esses receptores estdo
localizados no nivel das células marcapasso do noé sinoatrial, bem como no sistema de
condugdo de excitagdo cardiaca e no miocardio contratil. Eles promovem aumentos de
frequéncia (cronotropismo positivo), velocidade de condugdo (dromotropismo positivo), da
for¢a de contragdo cardiaca (inotropismo positivo) e velocidade de relaxamento (lusotropismo
positivo). Portanto, a acetilcolina e a noradrenalina desempenham papéis fundamentais na
regulacdo do ritmo cardiaco, interagindo com receptores, ¢ modulando a atividade dos canais
10nicos. Esses processos sdo essenciais para a manutengdo da homeostase cardiaca e a

resposta adequada do coragdo as demandas variaveis do corpo.

Houve também na duracdo do intervalo PR, um aumento significativo (P< 0,001) entre
os individuos jovens e envelhecidos, sugerindo que a idade pode afetar a condugdo do
estimulo elétrico atrioventricular. A diferenca observada no intervalo PR entre os grupos pode
refletir alteracdes na condugao atrioventricular com o envelhecimento, e pode ser causado por
reducdo da sensibilidade simpatica (AFFIUNE, 2006). Também, pode ser devido a fibrose do
sistema de conducgdo, calcificagdo do anel mitral, ou alteracdes degenerativas relacionadas a
idade (SURAWICZ B, KNILANS T, 2008). Além disso, um estudo de 1995, avaliou sete
métodos classicos e recentemente propostos usados para a estimativa da complacéncia arterial
total. Na duragdo da onda P, que representa a despolariza¢do atrial, houve um aumento
significativo (P< 0,01), entre os individuos jovens e envelhecidos. A diferenga na duracio da
onda P pode indicar alteragcdes na despolarizagdo atrial com o envelhecimento. Isso pode ser
um reflexo de alteragdes estruturais atriais, como dilatag¢do atrial ou fibrose, que sao comuns
com o envelhecimento (WAGNER, 2013), assim como enrijecimento cardiaco, aumento da
camara atrial, e arritmias, que podem afetar a duracdo e forma da onda P. Além disso, o
enrijecimento cardiaco, o aumento da camara atrial e as arritmias, que sao mais prevalentes

em idosos, também podem afetar a duracdo 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 eletrofisioldogico do que se supunha anteriormente. Este
estudo buscou determinar o impacto da heterogeneidade celular na fase de repolarizagdo nos
atrios remodelados pela fibrilagdo atrial (FA). A heterogeneidade celular concerne a
diversidade de células dentro de um tecido ou 6rgdo, onde cada célula pode ter caracteristicas
distintas em termos de morfologia, fungdo, expressdo génica, entre outros aspectos. No
estudo, a heterogeneidade celular ¢ observada entre diferentes tipos de células cardiacas,
como células do marcapasso nodal, células do miocardio, células endoteliais, entre outras
(KINKER, 2019). Os resultados mostraram que a heterogeneidade celular ndo afeta a
despolarizag¢do atrial, mas tem um impacto significativo nos padrdes de repolarizagdo. Além
disso, apontam como as alteragdes associadas a idade na estrutura e funcao do coragdo, estdo
ligadas a mudangas nas vias de sinalizacdo, e na expressdo génica do transcriptoma cardiaco,
tanto na senescéncia quanto na doenga (LAZZERONI et al. 2022). Essas mudangas podem
afetar a despolarizacdo atrial e contribuir para as diferengas observadas na dura¢do da onda P

entre individuos jovens e envelhecidos (HAVMOLLER, 2007).

Alteragdes transcriptdmicas no coracao podem incluir a regulacao diferencial de genes
envolvidos em processos como metabolismo, regulacdo génica, resposta ao estresse do
reticulo endoplasmatico, catabolismo proteico, estresse oxidativo e inflamag¢do (MOITA,
2022; KURIAN et al., 2021). Além disso, a andlise do transcriptoma revelou alvos nao
previamente associados a fibrose cardiaca, incluindo MRC2 que codifica a proteina receptor
de Manose Tipo C 2. A proteina MRC2 desempenha um papel na remodelacdo da matriz
extracelular, mediando a internalizacdo e a degradagdo lisossomica dos ligantes de coldgeno
(GENECARDS, 2024). A expressao deste gene pode desempenhar um papel na tumorigénese
e metastase de varias malignidades, incluindo cancer de mama, gliomas e doenca dssea
metastatica), e a IGFBP7 que codifica a proteina Insulin-Like Growth Factor Binding Protein
7. (MOITA, 2022). Logo, a idade pode afetar a despolarizagao atrial e a duragdo da onda P,
possivelmente devido a alteragdes estruturais atriais e variabilidade celular. Além disso, a
duragdo da onda P aumenta com a idade, sendo ligeiramente mais longa em individuos com
mais de 50 anos (HAVMOLLER, 2007). Porém, de igual forma, pesquisas adicionais sao

necessarias para explorar essas relagdes e desenvolver métodos confiaveis de analise.

Ja o intervalo QRS, que no eletrocardiograma representa a despolarizagao ventricular,

que ¢ a fase de contracdo, ou sistole ventricular, embora seja plausivel 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 analise deste presente estudo, ndo encontraram uma
diferenga estatisticamente significativa na duragdo do intervalo QRS com o avango da idade.
De acordo com (MCFARLANE, 2018), as mudancas no ECG ocorrem rapidamente desde o
nascimento até a infancia, com diferencas de idade claramente relacionadas ao aumento das
voltagens do QRS e ao alargamento do complexo QRS. No entanto, ¢ importante notar que, a
auséncia de uma diferenga significativa na duracdo do intervalo QRS ndo exclui a
possibilidade de mudangas relacionadas a idade na despolarizagdo ventricular. Outros
aspectos da despolarizagdo, como a homogeneidade da propagacdo do impulso elétrico
através do miocardio ventricular, podem ser afetados pela idade (ROSSI, 2023). Além disso,
alteracdes estruturais no coragdo, como o aumento do tecido fibroso, podem ocorrer com a
idade e potencialmente afetar a despolarizacdo ventricular. Portanto, embora a idade possa
influenciar varios aspectos do ECG, a duracao do intervalo QRS parece ser relativamente
estavel, ou seja, ndo tende a aumentar, nem a diminuir significativamente a medida que a
idade avanca. De acordo com o estudo de (CHEN, 2021), foi constatada uma reducgdo no
complexo QRS com a idade e o género feminino. No entanto, essas respostas foram melhor
explicadas pelo tamanho do QRS de base, mudanca na frequéncia cardiaca e pressao arterial
sistolica. Isso significa que o tamanho inicial do complexo QRS, as altera¢des na frequéncia
cardiaca e a pressdo arterial sistolica sdo fatores mais influentes na mudanga do complexo
QRS do que a idade ou o género, nesse estudo referido (id.). De igual forma, nos graficos que
mostram o intervalo QT, que representa o tempo total de despolarizagdo e repolarizagao
ventricular, e o QTc, que ¢ o intervalo QT corrigido para a frequéncia cardiaca, nao houve
diferencga significativa entre os camundongos jovens e envelhecidos. Embora ndo tenha sido
observada uma diferenca significativa na duragdo 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 frequéncia cardiaca (QTc,
féormula de Bazett), aumentou progressivamente com o avango da idade. Além disso, um
estudo detalhado sobre o impacto da idade no intervalo QT, mostrou que o intervalo QTc e a
variagdo associada aumentaram substancialmente para ambos os sexos com o avang¢o da idade

(RABKIN, 2016).

Portanto, embora a idade possa ndo ter um impacto significativo na despolarizagao

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 repolarizagdo ventricular, mesmo que ndo afete

significativamente a despolarizagdo ventricular.
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Figura 2: Comparacdo dos intervalos RR, PR, QRS, QT e QTc entre individuos jovens e envelhecidos. Os
dados sdo apresentados como média + DP. *P<(,05 indica diferenca significativa entre os dois grupos; **P<0,01
e ***P<0,001 indicam niveis crescentes de significincia estatistica. Fonte: Resultados do eletrocardiograma
basal

5.1 - ELETROCARDIOGRAFIA ESTRESSE (ECG-ESTRESSE)

Os resultados obtidos a partir do ECG de estresse ndo revelaram diferencas
significativas no score de arritmias. Isso sugere que o estresse induzido pode ndo ter
influenciado de maneira substancial a incidéncia de arritmias. Neste estudo, foi empregado
um protocolo de arritmia ventricular, que ¢ uma ferramenta valiosa para entender as diversas
formas de arritmias e como elas podem ser induzidas. Este ponto ¢ particularmente relevante
quando consideramos que individuos idosos tendem a apresentar arritmia atrial, uma condigao
que pode exigir diferentes abordagens de tratamento. Além disso, a contabilizacdo
individualizada do tempo e do numero de eventos arritmicos pode proporcionar uma visao
mais detalhada da ocorréncia de arritmias. Essa abordagem pode levar a um melhor
entendimento da condi¢do e, potencialmente, ao desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes. Portanto, a implementacdo de um protocolo de arritmia ventricular, juntamente com
a analise individualizada de eventos arritmicos, pode oferecer dados valiosos para a pesquisa

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

5.2 - ECOCARDIOGRAFIA

Como resultados da ecocardiografia, foram analisadas as métricas cardiovasculares
especificas: fracdo de ejecao, que ¢ uma medida, expressa como uma porcentagem, de quanto
sangue o ventriculo esquerdo bombeia a cada contragdo. Uma fracdo de ejecdo de 60%
significa que 60% do volume total de sangue no ventriculo esquerdo ¢ expelido a cada
batimento cardiaco.; fragdo de encurtamento, que ¢ calculada medindo a mudanga (% de
reducio) no didmetro ventricular esquerdo durante a sistole.; débito sistolico que E a medida
da quantidade de sangue bombeada por cada ventriculo em um espago de 1 minuto; volume
sistolico final, que ¢ o volume de sangue em um ventriculo no final da contragao, ou sistole, e
no inicio do enchimento, ou diastole. O VSF ¢ o menor volume de sangue no ventriculo em
qualquer ponto do ciclo cardiaco; volume diastolico final que ¢ o volume de sangue no
ventriculo direito ou esquerdo no final do enchimento na didstole, que ¢ a quantidade de
sangue presente no ventriculo no final da diastole, e razdo das ondas E/A que ¢ um marcador
da funcdo do ventriculo esquerdo do coragdo. Representa a razdo do fluxo sanguineo de
velocidade maxima do relaxamento ventricular esquerdo no inicio da diastole (onda E) para o
fluxo de velocidade méaxima no final da didstole causado pela contragdo atrial (onda A)

(Figura 7), ndo sendo observada diferenca significativa.
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A auséncia de diferenca significativa nos resultados do ecocardiograma entre os
grupos jovem e envelhecido, pode ser atribuida a uma variedade de fatores, como variacao
individual; tamanho da amostra e poder estatistico (LAKATTA; LEVY, 2003; KANNEL et
al., 1994; HULLEY et al., 2013), respectivamente. Em estudos anteriores, diferengas
marcantes foram observadas em parametros como a fracdo de ejecdo (FE) e o volume
sistélico, com declinios notaveis associados ao processo de envelhecimento (SMITH et al.,

2008).

Ja estudos recentes em modelos de roedores, incluindo camundongos e ratos, t€ém sido
amplamente utilizados para pesquisas de doengas cardiovasculares devido a efetiva simulacao
de doencas cardiovasculares humanas (LUO et al., 2022). Deste modo, estudos mostraram
que o envelhecimento aumentou a incidéncia de hipertrofia cardiaca e fibrose em ratos. Além
disso, o envelhecimento aumentou a ocorréncia de taquicardia ventricular ou fibrilagao
ventricular induzida por ritmo rapido e durante o experimento com isoprenalina em

camundongos in vivo (idem).

Em relacdo a funcdo cardiaca, um estudo de Zhang mostrou que o envelhecimento em
camundongos leva a alteragdes na estrutura cardiovascular e na fun¢do diastélica cardiaca,
mas a funcdo sistdlica é relativamente bem preservada nas fémeas ( ZHANG et al, 2021). As
alteragdes na fun¢do cardiaca e na rigidez arterial foram mais significativas nos machos do

que nas fémeas.

Com isso, embora os resultados do estudo nao mostram diferengas significativas nos
parametros ecocardiograficos entre os grupos jovem e envelhecido, ¢ importante notar que

estudos em modelos animais tém mostrado alteragdes cardiovasculares com o

envelhecimento.
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Figura 3: Comparagdo da fragdo de ejecdo, volume sistolico final, fragdo de encurtamento, volume diastélico
final, débito sistolico e razdo da onda E/A entre individuos jovens ¢ envelhecidos. Os dados sdo apresentados
como média £ DP. *P<0,05 indica diferenga significativa entre os dois grupos; **P<0,01 ¢ ***P<0,001 indicam
niveis crescentes de significancia estatistica. Fonte: Resultados da Ecocardiografia.

5.3 - REATIVIDADE VASCULAR

Para os resultados da reatividade vascular (Figura 8), os graficos apresentados ilustram
uma resposta vascular diferenciada entre os grupos jovem e envelhecido quando expostos a
acetilcolina (ACh), e ao nitroprussiato de sédio (SNP). Esta andlise, revela diferengas
significativas na resposta vascular entre individuos (jovens e envelhecidos), evidenciadas pela
sensibilidade a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sodio (SNP). A acetilcolina (ACh) ¢
um neurotransmissor que desempenha um papel crucial na regulagdo do toénus vascular. Ela
atua diretamente no musculo liso através da ligacdo aos receptores muscarinicos M3,
causando a contragao (ZHOLOS et al, 2004). No entanto, nos vasos envelhecidos, observa-se
uma diminui¢do notavel na capacidade de se contrairem em resposta 8 ACh (TERWOORD et
al, 2021). Este fendmeno pode ser atribuido ao dano endotelial acumulado ao longo do tempo.
O endotélio desempenha um papel crucial na modulagdo da tensdo vascular através da
liberacao de fatores relaxantes e constritores (ZHOLOS et al, 2004). Um dano endotelial
compromete a liberacdo adequada de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador produzido

pelo endotélio em resposta a ACh.

A contragdo observada sugere uma disfun¢do endotelial marcada pela incapacidade
dos vasos sanguineos de se dilatarem adequadamente (CVPHYSIOLOGY.COM, 2024). Os
vasos envelhecidos demonstram um aumento acentuado na contragdo em resposta a ACh, um
fendmeno corroborado por estudos como o de (MEHDIZADEH et al, 2022), que destaca o
papel da senescéncia celular nas doencas cardiacas. No primeiro grafico, que representa a
resposta @ ACh, ficou evidenciado que os vasos do grupo envelhecido se contrairam em
resposta @ ACh. No contexto da secre¢do de sensibilidade a acetilcolina, observa-se uma
diminui¢do notavel na capacidade dos vasos envelhecidos de se contrairem em resposta a
ACh.. Assim, a contracdo observada sugere uma disfuncdo endotelial marcada pela
incapacidade dos vasos sanguineos se dilatarem adequadamente (UNGVARI, 2018; EL
ASSAR et al. 2012). Com isso, a compreensdo da acdo da ACh na regulagao do tonus
vascular e seu impacto nos vasos envelhecidos ¢ fundamental para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas eficazes para doengas cardiovasculares relacionadas a idade.
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J& no grafico, relacionado ao nitroprussiato de sodio (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 musculo liso, consegue contornar as
possiveis disfuncdes endoteliais presentes no grupo envelhecido. O SNP ¢ um doador direto
de NO, que atua independentemente do endotélio. O NO ¢ um potente vasodilatador que atua
diretamente no musculo liso vascular, aumentando os niveis de guanosina monofosfato ciclico
(cGMP) e promovendo o relaxamento vascular (OLIVEIRA, 2022). Além disso, a sinalizagao
intracelular do musculo liso que envolve o cGMP pode ainda estar preservada nesse grupo,
permitindo um relaxamento vascular adequado em resposta ao SNP (id.), no entanto, a
reducdo no relaxamento no grupo envelhecido, que foi igual ao grupo jovem indica
disfungdes no musculo liso vascular. Pode-se inferir uma possivel alteracao na sinalizagao
intracelular ou sensibilidade reduzida aos niveis de ¢cGMP intracelular (MONCADA &
HIGGS, 1993). Estudos em modelos animais e culturas celulares sugerem que a disfunc¢ao
endotelial e a diminuicdo da secrecdo de ACh podem ser atribuidas a uma variedade de
mecanismos moleculares, incluindo estresse oxidativo, inflamagao e altera¢des na sinalizagao

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

Portanto, a disfun¢do vascular no individuo envelhecido ¢ um fendmeno complexo
que envolve uma série de alteragdes fisioldgicas e moleculares. Estas alteracdes incluem
danos endoteliais, alteracdes na secrecdo de sensibilidade a acetilcolina, modulagdes nos

canais 10nicos do axonio, ¢ mudancgas na duracao do QRS.
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Figura 4: Comparacdo da resisténcia vascular em camundongos adultos e envelhecidos quando expostos a

Acetilcolina (ACh) e Nitroprussiato de Sodio (SNP). A contragdo percentual (eixo Y) ¢ usada como indicador de
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resisténcia vascular. O grupo envelhecido demonstra uma tendéncia de aumento da resisténcia vascular,
sugerindo possiveis disfun¢des endoteliais ¢ do musculo liso vascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980;
MONCADA & HIGGS, 1993). Fonte: Resultados da reatividade vascular.

5.4 - EXPRESSAO DE MARCADORES DE SENESCENCIA

A analise da expressdo génica dos marcadores de senescéncia cardiaca P16, P21 e
MMP2 em grupos jovens e envelhecidos, conforme ilustrado na (Figura 9), ndo revelou
diferencas significativas na expressao desses genes entre os dois grupos. A P21 ¢ uma
proteina codificada pelo gene CDKN1A em humanos, conhecida por seu papel crucial na
regulagdo do ciclo celular, atuando como um inibidor da cinase dependente de ciclina
(HARPER et al., 1993). A MMP2, por outro lado, ¢ uma enzima que desempenha fungdes
vitais na remodelacdo da matriz extracelular e tem sido associada a senescéncia cardiaca
(WANG et al., 2018), e compde o fendtipo secretorio associado ao envelhecimento. A
auséncia de variacdo significativa nos niveis de expressdo dos marcadores P21 e MMP?2 entre
os grupos jovem e envelhecido pode ser atribuida a diversos fatores. E possivel que
mecanismos compensatorios estejam atuando para manter a homeostase celular e vascular em
ambos os estados (SMITH et al., 2008). Além disso, as vias de sinalizagdo intracelulares
podem estar moduladas para preservar a funcdo cardiaca apesar das mudangas fisioldgicas

associadas ao envelhecimento (HARPER, 1993; WANG, M., 2018).
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Figura 5: Apesar do papel crucial da P21 na regulacdo do ciclo celular (Harper et al., 1993) ¢ da MMP2 na
remodelacdo da matriz extracelular (Wang et al., 2018), ndo foram observadas diferencas significativas na
expressdo desses genes entre os dois grupos. Isso pode ser atribuido a mecanismos compensatorios que atuam
para preservar a fungio cardiaca apesar das mudangas fisiologicas associadas ao envelhecimento (Smith ef al.,
2008). Fonte: Comparagdo da expressdo génica dos marcadores de senescéncia cardiaca P21 ¢ MMP2 entre
grupos jovens e envelhecidos.

No entanto, ¢ importante considerar que o nimero de amostras experimentais (N
experimental) poderia ser aumentado para fortalecer a confiabilidade desses resultados
(BIAU, D. J, 2008). Além disso, uma explicacdo alternativa para a auséncia de diferencas
significativas na expressao desses marcadores pode ser que eles ndo sejam os mais indicados
no contexto do miocardio. Em contraste com outros tecidos, o miocardio pode ter um
conjunto distinto de marcadores de senescéncia que sdo mais sensiveis as mudancas
fisiologicas associadas ao envelhecimento.Os marcadores de senescéncia no miocardio podem
incluir alteragdes na expressao de certos genes e proteinas, bem como alteragdes na estrutura e
fun¢do das células do miocardio. Por exemplo, a pl6INK4a ¢ uma proteina que inibe a
progressdao do ciclo celular e ¢ frequentemente usada como um marcador de senescéncia
celular. A expressdo de pl6INK4a aumenta com a idade em muitos tecidos, incluindo o
miocardio (MIRANDA; LIMA, 2014) Esses marcadores podem ser particularmente tuteis para
entender os processos de envelhecimento no coragdo e desenvolver estratégias terapéuticas
para doencas cardiacas relacionadas a idade. Outro marcador potencial de senescéncia no
miocardio ¢ a beta-galactosidase, que ¢ uma enzima que aumenta sua atividade em células
senescentes (idem). Além disso, as alteragdes na estrutura e funcao das mitocondrias, que sao
organelas celulares responsaveis pela produg¢do de energia, também tém sido associadas a

senescéncia no miocardio (idem). Embora a expressdo dos marcadores de senescéncia
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cardiaca P21 e MMP2 ndo tenha mostrado diferencas significativas entre os grupos jovem e
envelhecido, isso ndo exclui a possibilidade de que outros marcadores possam ser mais
sensiveis as mudancas fisiologicas associadas ao envelhecimento. Portanto, futuras pesquisas
poderiam explorar a utilizacdo de outros marcadores de senescéncia mais relevantes para o
miocardio como estudo recente de (MEHDIZADEH et al. 2022), que sugere que a
senescéncia celular pode desempenhar um papel significativo na fisiopatologia da fibrilacao

atrial.
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6 - CONCLUSAO

Com base nos dados coletados e analisados neste estudo, fica evidente que o processo
de envelhecimento exerce um impacto substancial na fisiologia cardiovascular. As mudangas
identificadas na eletrocardiografia basal, reatividade vascular oferecem uma visao detalhada

das transformagodes fisiologicas que acompanham o envelhecimento.

Pesquisas futuras devem se concentrar em elucidar esses mecanismos e explorar
possiveis intervengdes terapéuticas multidisciplinares e multigeneralizadas, para mitigar os
efeitos do envelhecimento na fisiologia cardiovascular. A busca por essas respostas ¢ crucial
para avangar nosso conhecimento na area de fisiologia cardiovascular e fornecer melhores

cuidados de satide para a populagdo envelhecida.
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