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RESUMO

As mudangas fisioldgicas provocadas pelo envelhecimento sdo conhecidas através de fatores
primarios geneticamente determinados ou através de fatores secundérios, tais como alimentagdo,
fumo, sedentarismo, etc. Acometendo alteragOes centrais e sistémicas, apresentando implicagdes na
saude vascular emtrés mecanismos: funcionais (alteracdo da pressdo arterial sistolica e
rigidez arterial), humorais (estresse oxidativo e nitrito) e estrutural (alteracfes no vaso afetando a
morfometria, colageno e elastina). Contudo, a pratica regular do exercicio fisico em especial
0 exercicio aerobio, é considerado como uma estratégia para prevenir e minimizar os efeitos do
processo natural do envelhecimento. O treinamento aerobio regula a funcdo vascular através do
aumento da tenséo de cisalhamento, ativando as vias de sintese de NO e de defesa antioxidante,
melhorando a funcdo endotelial. O objetivo deste estudo foi avaliar através das variaveis funcionais,
humorais e estruturais de vasos sanguineos utilizando ratos wistar, as diferencas entre 0s grupos
controles jovem e idoso envelhecidos com 16 meses de vida e o efeito preventivo do exercicio
aerobio, praticado de formacontinua ao longo da fase jovem/adulta até a velhice,
ou praticado somente a partir do final da fase adulta até a velhice. Os grupos envelhecidos foram
divididos em trés grupos: controle idoso - Cl, treinado ao longo da vida - TIL e treinado tardiamente
- TIT. O protocolo de treinamento aerébio foi composto de 8 semanas para o grupo idoso tardio e 61
semanas para 0 grupo idoso treinado ao longo da vida. Foram avaliados durante o protocolo
experimental, peso corporal e capacidade fisica maxima; ao final do protocolo as analises funcionais
de pressdo arterial direta - PA e rigidez arterial - VOP, humorais de nitrito plasmatico - NO e estresse
oxidativo - TBARS, morfometria e colageno nas artérias aorta toracica, carétida e femoral para
verificar razdo parede/luz, espessura e coldgeno. Apos as andlises podemos afirmar que o peso
corporal dos animais envelhecidos e jovens ndo obtiveram diferencas estatisticas (p< 0,05) quando
comparado ao momentos inicial, apdés 8 semanas e ao final do protocolo de 61 semanas, em
contrapartida a capacidade maxima dos animais TIL, obtiveram diferenca estatistica (p< 0,05) entre
0s grupos controles jovem e idoso apds 8 semanas de protocolo e diferencas quando comparamos a
capacidade fisica dos treinados apds 61 semanas TIL x TIT, demostrando uma melhor capacidade
para o grupo treinado ao longo da vida. Analises funcionais da PA e VOP, demostraram que o grupo
TIL apresentou diferenca obtendo reducdo da VOP quando comparado ao grupo Cl (p= 0,002),
analises humorais de NO e TBARS, demostram que o grupo treinado TIT, obteve reducédo do estresse
oxidativo quando comparado aos grupos CJ e ClI (p=0,009 e p=0,046, respectivamente). Analise da
morfometria demostrou uma reducao significativa na relacdo parede/luz e espessura das artérias aorta
toracica e cardtida quando comparados os grupos CJ e TIL vs CI (p< 0,05), andlise de colageno da
artéria aorta toracica, demostrou que ambos os grupos treinados TIL e TIT, obtiveram uma reducao
de colageno arterial quando comparado ao grupo CI (p=0,013 e p=0,021, respectivamente), entretanto
apenas o grupo TIT apresentou reducgdo de colageno na artéria carétida quando comparado ao grupo
Cl (p=0,034). Conclui-se com este estudo que ratos wistar com 16 meses de vida apresentam
alteracdes estruturais dos vasos sanguineos, aumento da espessura e razdo parede/luz, quando
comparados a ratos jovens, no entanto, o treinamento fisico ao longo da vida obteve maior capacidade
fisica, diminuiu valores de VOP, diminui a espessura das artérias aorta e carotida, diminui a razdo
parede/luz das artérias aorta e carotida e obteve menores niveis de colageno da artéria aorta, quando
comparado ao grupo controle idoso, o treinamento fisico tardio obteve diminuicdo dos valores
TBARS quando comparado aos grupos controles, e menores niveis de coldgeno nas artérias aorta e
carotida, quando comparado ao grupos controle idoso.

PALAVRAS CHAVE: Envelhecimento, exercicio fisico, exercicio aerébio, velocidade de onda de pulso,

histologia.



ABSTRACT

The physiological changes caused by aging are known through primary genetically determined
factors or through secondary factors, such as diet, smoking, sedentary lifestyle, etc. Affecting central
and systemic changes, with implications for vascular health in three mechanisms: functional (change
in systolic blood pressure and arterial stiffness), humoral (oxidative stress and nitrite) and structural
(changes in the vessel affecting morphometry, collagen and elastin). However, the regular practice of
physical exercise, especially aerobic exercise, is considered as a strategy to prevent and minimize the
effects of the natural aging process. Aerobic training regulates vascular function by increasing shear
stress, activating NO synthesis and antioxidant defense pathways, improving endothelial function.
The objective of this study was to evaluate, through the functional, humoral and structural variables
of blood vessels using Wistar rats, the differences between the young and elderly control groups aged
at 16 months of age and the preventive effect of aerobic exercise, practiced continuously throughout
the from the young/adult phase to old age, or practiced only from the end of the adult phase until old
age. The aged groups were divided into three groups: aged control - Cl, trained throughout life - TIL
and later trained - TIT. The aerobic training protocol consisted of 8 weeks for the late elderly group
and 61 weeks for the lifelong trained elderly group. During the experimental protocol, body weight
and maximum physical capacity were evaluated; at the end of the protocol, the functional analyzes of
direct blood pressure - BP and arterial stiffness - PWV, humoral plasma nitrite - NO and oxidative
stress - TBARS, morphometry and collagen in the thoracic aorta, carotid and femoral arteries to verify
wall/lumen ratio, thickness and collagen. After the analysis, we can say that the body weight of the
aged and young animals did not show statistical differences (p< 0.05) when compared to the initial
moments, after 8 weeks and at the end of the 61-week protocol, in contrast to the maximum capacity
of the animals. TIL, obtained statistical difference (p< 0.05) between young and elderly control
groups after 8 weeks of protocol and differences when we compared the physical capacity of the
trained ones after 61 weeks TIL x TIT, showing a better capacity for the trained group throughout of
life. Functional analyzes of BP and VOP showed that the TIL group showed a difference, obtaining
a reduction in PWV when compared to the group CI (p=0.002), humoral analyzes of NO and TBARS,
show that the TIT trained group obtained a reduction in oxidative stress when compared to the CJ and
Cl groups (p=0.009 and p=0.046, respectively). Morphometry analysis showed a significant reduction
in the wall/lumen ratio and thickness of the thoracic and carotid aorta arteries when comparing the
CJand TIL vs CI groups (p< 0.05), collagen analysis of the thoracic aorta artery showed that both
groups trained TIL and TIT, obtained a reduction in arterial collagen when compared to the CI group
(p=0.013 and p=0.021, respectively), however only the TIT group showed a reduction in collagen in
the carotid artery when compared to the CI group (p=0.034). It is concluded from this study that 16-
month-old Wistar rats show structural changes in blood vessels, increased thickness and wall/light
ratio, when compared to young rats, however, physical training throughout life obtained greater
physical capacity , decreased PWV values, decreased the thickness of the aorta and carotid arteries,
decreased the wall/lumen ratio of the aorta and carotid arteries and had lower levels of collagen in
the aorta artery, when compared to the elderly control group, late physical training obtained a decrease
in TBARS values when compared to the control groups, and lower levels of collagen in the aorta and
carotid arteries, when compared to the elderly control groups.

KEYWORDS: Aging, exercise, aerobic exercise, pulse wave velocity, histology.
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1. INTRODUCAO

O aumento progressivo da populacdo idosa € um fenbmeno que vem ocorrendo em ambito
mundial, sendo considerado por alguns autores, um processo natural decorrente do cenario das
Gltimas décadas, como a queda de natalidade, 0 aumento da expectativa de vida e a reducdo da
mortalidade (VASCONCELOS; GOMES, 2012; MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016). O
envelhecimento pode acarretar tanto alteragdes bioldgicas quanto funcionais, tais como, aumento
da fragilidade e vulnerabilidade, devido a influéncia dos agravos a satide e ao estilo de vida adotado
ao longo dos anos (BARBOSA et al., 2017).

As mudangcas provocadas pelo envelhecimento séo geralmente conhecidas, mas ndo se pode
afirmar se sdo dependentes de fatores primarios, presentes em todas as pessoas e geneticamente
determinado ou, resultantes de fatores secundarios, tais como, alimentacédo, fumo, ingestéo de alcool,
aspectos socioecondmicos e sedentarismo. A eliminacdo ou modificacdo dos fatores secundarios
podem proporcionar um envelhecimento saudavel e um envolvimento mais ativo nas atividades
diarias (FREITAS et. al., 2013; NEGRAO et.al., 2010).

Segundo a literatura, o envelhecimento é considerado como o principal fator de risco
responsavel pelas doencas cardiovasculares, consequentemente, ¢ também considerado como o
principal fator de risco para o desenvolvimento da aterosclerose (BRANDES; FLEMING; BUSSE,
2005; NORTH; SINCLAIR, 2012).

A aterosclerose acomete alteragdes centrais (coracdo) e sistémicas (artérias) observadas no
sistema cardiovascular ao longo dos anos. No sistema central, observa-se um aumento do tecido
fibroso em diversas partes do sistema de conducdo e reducdo das células auto excitaveis do nodo
sinusal (LAKATTA; LEVY, 2003). No sistema arterial periférico, diversas alteragdes podem estar
associadas a elevacdo da pressdo arterial sistémica (figura 1), por exemplo, a perda progressiva de
tecido elastico, o acumulo de tecido conjuntivo e o depdsito de célcio podem comprometer o
enrijecimento, espessamento das artérias e a luz dos vasos (LAKATTA; LEVY, 2003; CAHILL;
REDMOND, 2016). A hiperatividade simpatica leva ao aumento da producédo de especies reativas de
oxigénio, que esta diretamente relacionada a hipertrofia das células musculares lisas, ao espessamento
da parede arterial e & disfungdo endotelial. A reducdo da biodisponibilidade do o6xido nitrico
decorrente das modificagfes na expressao de substancias ligadas a producdo desse gas, do aumento
de espécies reativas de oxigénio e da reducdo de substancias antioxidante, parece ser o principal
mecanismo que acomete a disfuncdo endotelial no envelhecimento (SEALS; DINENNO, 2004,
BRANDES et al., 2005).
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Figura 1. Principais efeitos sobre a estrutura e funcdo cardiovascular no envelhecimento.
RVP —resisténcia vascular periférica; PAS — pressdo arterial sistolica; NO — dxido nitrico.
(Adaptado de NEGRAO et al., 2010).

A partir das consideracdes apontadas sobre os efeitos deletérios do envelhecimento, os estudos
apresentam de forma recorrente implicagdes acometidas na salde vascular em trés mecanismos:
funcionais (alteracdo da pressdo arterial sistolica e rigidez arterial), humorais (alteracdes do perfil
lipidico, estresse oxidativo e nitrito) e estrutural (acometendo alteracbes no vaso afetando a
morfometria, colageno e elastina).

Considerando que a populacgéo idosa vem aumentando nas Gltimas décadas e o impacto do
envelhecimento se apresenta de forma inevitavel, a pratica regular do exercicio fisico é considerada
como uma estratégia para contrapor os efeitos deletérios do processo natural de envelhecimento
(NEGRAO et al., 2010; ZAGO, 2010).

Evidéncias cientificas sustentam a relacdo inversa entre a pratica regular da atividade fisica e
mortalidade prematura. Com a pratica do exercicio observa-se a reducdo de muitas doencas cronicas
como doengas cardiovasculares (DCV), hipertenséo arterial, derrame, osteoporose, diabete melito
tipo 2, sindrome metabdlica, dislipidemias, obesidade, saude funcional, quedas, entre outras, dessa
forma, promovendo uma relagéo de causa-efeito entre atividade fisica e saide (ACMS, 2014).

O treinamento aerdbio € um importante regulador na fungédo vascular promovendo reducédo da
frequéncia cardiaca e pressdo arterial, aumento do consumo maximo de oxigénio, aumento da
disponibilidade de NO, manutengdo e/ou melhora da funcdo endotelial. Tais efeitos benéficos sdo em
detrimento do aumento da tens&o de cisalhamento durante cada sesséo de treino, ativando as vias de

sintese de NO e de defesa antioxidante. O treinamento aerdbio continuo melhora a aptiddo



cardiorrespiratoria, refletindo diretamente na capacidade de absor¢éo, transporte, entrega e utilizacao
de oxigénio aos tecidos ativos durante a atividade.

Estudos ressaltam que a capacidade aerdbia decresce ao longo da vida, cerca de 10% por
década, em individuos saudaveis (TALBOT; METTER; FLEG, 2000; FLEG, 2012; SANTOS;
LAROCCA; SEALS, 2014). Portando, a préatica regular do exercicio fisico entre adultos de meia-
idade e idosos é essencial para promover um envelhecimento bem-sucedido, especialmente na
populagdo mais jovem (RUEGSEGGER; BOOTH, 2018; LIN et al., 2020).

Tais afirmacdes nos remete a conclusdo de que quanto antes a pratica regular do exercicio
fisico for adotada, melhor serdo os beneficios desta préatica ao longo do processo de envelhecimento.
No entanto, muitas dividas ainda existem na literatura com relacdo ao tempo de prética e o efeito
preventivo do exercicio no sistema cardiovascular do idoso.

Estudos demostram que o treinamento fisico de curto prazo esta relacionado com o0 aumento
da funcdo endotelial nas artérias coronarias, enquanto a intervencao de longo prazo estaria atrelada a
melhora da dilatagdo dependente do endotélio na aorta e nas artérias coronérias (YUNG et al., 2009).
Hotta e colaboradores (2017), demostraram em seu estudo com modelo animal, utilizando ratos
jovens e idosos, que a rigidez arterial aumenta com a idade, no entanto, o treinamento fisico aerdébio
é capaz de reverter o aumento relacionado a idade em ratos velhos, sem alteracdo nos ratos jovens.
Ainda, este estudo também demostrou a melhora na funcdo endotelial das arteriolas coronarias,
revertendo a disfuncdo diastdlica no coracdo envelhecido. Hanna e colaboradores (2014)
demostraram em modelo animal, também utilizando ratos jovens e idosos, que a relacdo colagena-
elastina da parede arterial de ratos envelhecidos nédo se alterou com a idade e foi reduzida com o
treinamento fisico. Ainda, este estudo também evidenciou que a interferéncia do treinamento reduz a
relacdo parede-limen, aumenta a rigidez da parede e restaura a fungdo miogénica em artérias
coronérias envelhecidas.

Embora os beneficios do exercicio fisico para a manutencéo e longevidade do processo de
envelhecimento estejam bem esclarecidos na literatura, ainda ha uma lacuna que busque entender a
relacdo tempo de pratica e efeitos preventivo do exercicio aerébio na saude cardiovascular levando-

se em consideragdo, concomitantemente, fatores funcionais, humorais e estruturais das artérias.
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2. JUSTIFICATIVA

Uma vez que o envelhecimento tem sido considerado um fenémeno universal e projecdes
apontarem que esse quadro se acentuara ainda mais, tem sido grande a preocupacao por parte dos
profissionais da area da salde, sobre as alteraces nos aspectos bioldgicos e funcionais na populagao
idosa.

Partindo desse pressuposto, o exercicio fisico regular vem sendo apontado como uma
ferramenta terapéutica ndo farmacologica eficaz para contrapor os efeitos deletérios decorrentes do
envelhecimento, destacando-se o exercicio fisico aerobio regular como uma excelente estratégia
para controle e prevencao de doencas.

No entanto, ainda hd uma caréncia de estudos que busque verificar o efeito preventivo do
exercicio fisico aerdbio praticado ao longo da vida ou iniciado tardiamente, relacionando de forma
concomitante varidveis funcionais, humorais, e estruturais dos vasos sanguineos. Desta forma, este
estudo possibilitara um entendimento mais completo dos mecanismos vasculares reguladores do
sistema cardiovascular durante o processo natural de envelhecimento e, o efeito do exercicio fisico
enguanto mecanismo preventivo.

De modo geral, a associacdo dos mecanismos relacionados com a pratica de exercicios
fisicos aerdbios e como eles atuam no vaso sanguineo, podem ser fatores primordiais para minimizar
os efeitos deletérios relacionados ao envelhecimento. Ainda, € importante mencionar que para 0
projeto de pesquisa atual, a utilizacdo do modelo animal possibilitara o estudo de forma combinada

e concomitante de ambos 0s mecanismos.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes acometidas pelo envelhecimento comparando
jovem e idoso, e o efeito preventivo do exercicio fisico aerébio, praticado de forma continua ao longo
da fase jovem/adulta até a velhice ou, praticado somente a partir do final da fase adulta até a velhice,

nas variaveis funcionais, humorais e estruturais de vasos sanguineos de ratos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudar o efeito do envelhecimento nas variaveis funcionais de pressao arterial sistolica e rigidez
arterial, nas variaveis humorais de nitrito plasmatico, nitrito tecidual do ventriculo esquerdo e
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e variaveis estruturais das artérias aorta toracica,
carotida e femoral analisando a espessura da parede, razdo parede/luz e coldgeno, comparando 0s
grupos controles de jovens e idosos;

2. Analisar se a resposta do treinamento de longo prazo (aerébio ao longo da vida), ira trazer melhores
respostas na relacao entre as variaveis funcionais de presséo arterial sistélica e rigidez arterial, nas
variaveis humorais de nitrito plasmatico, nitrito tecidual do ventriculo esquerdo e substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico e variaveis estruturais das artérias aorta toracica, carétida e femoral
analisando a espessura da parede, razdo parede/luz e coldgeno em comparacdo ao treinamento

tardio (rato ja envelhecido).

5. HIPOTESE

1. O presente estudo espera que o rato envelhecido apresente maiores efeitos deletérios, nas variaveis
estudas, apresentando maior prejuizo na funcéo arterial quando comparado ao rato jovem.

2. Espera-se que o periodo de treinamento fisico aerdbio ao longo da vida ira trazer melhores
beneficios na relagdo entres as variaveis funcionais mantendo os niveis ideias de pressao arterial
sistdlica e atenuar o aumento da rigidez arterial; nas variaveis humorais espera-se niveis de nitrito
plasmatico e teciduais aumentados corroborando com a diminuigdo dos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico; e nas varidveis estruturais das artérias aorta, carétida e femoral,

espera-se a diminuicdo da espessura e razdo parede/luz e niveis reduzidos de colageno.
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6. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 80 ratos machos (Wistar), provenientes do Centro de Pesquisa e Producéo
de animais da UNESP-Botucatu com idade de seis semanas (45 dias), com peso 200 a 250 gramas.
Durante o protocolo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas com até quatro animais,
no Biotério da Faculdade de Ciéncias da UNESP, campus de Bauru, com racdo e agua fornecidos
ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12/12 horas e temperatura controlada de 22° C. Dentre os
animais, 60 ratos machos (Wistar), registrados com n° 281/2020 Vol.1, e aprovada pela comissao
de ética no uso de animais (CEUA) da UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “Julio de
Mesquita Filho” UNESP — Faculdade de Ciéncias, Campus Bauru, ficaram em processo de
treinamento ou controle durante seu envelhecimento até completarem dezesseis meses de vida. Para
a complementacdo do estudo 20 ratos machos (Wistar) idosos, provenientes do Departamento de
Psicologia — Faculdade de Ciéncias -UNESP-BAURU, ao qual os ratos foram utilizados para a
disciplinado do professor Dr. FABIO LEYSER GONGCALVES, intitulada como “Laboratério de
Analises Experimental do Comportamento I”, do curso de Graduagdo em Psicologia, certificado
registrado com o n° 1163/2018 Vol.1, e aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA)
da UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ¢ Julio de Mesquita Filho” UNESP — Faculdade de
Ciéncias, Campus Bauru. Esses animais, apos a utilizacdo na disciplina, foram doados para esta
pesquisa e permaneceram em processo de envelhecimento no biotério até completarem dezesseis

meses de vida, sendo o treinamento iniciado apenas nas Ultimas 8 semanas de vida.

6.1- Caracterizacdo dos grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=20/grupo), igualitariamente para peso

corporal e capacidade fisica, sendo formados os seguintes grupos:

CJ - Jovem controle: Ratos jovens que iniciaram o protocolo de controle (60 dias) e foram
eutanasiados apos 8 semanas (= 4 meses) permanecendo sedentarios ao longo de todo o

periodo;

Cl — Idoso sedentario controle: Ratos idosos que foram eutanasiados ap6s 61 semanas (16 meses) e

gue permaneceram sedentarios ao longo de todo o periodo;

TIL — Idosos treinados ao longo da vida: Ratos idosos que foram eutanasiados ap6s 61 semanas (16
meses) e que iniciaram o treinamento aerébio com 08 semanas (60 dias) e permaneceram com

o treinamento até a eutanasia;

TIT — Idosos treinados tardiamente: Ratos idosos que foram eutanasiados ap0s 61 semanas (16 meses)

e que permaneceram sedentarios durante a idade adulta e iniciaram o treinamento aerébio de
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8 semanas, apds 53 semanas (14 meses) permanecendo com o treinamento até a eutanasia.

Ao final do procedimento, cada grupo foi dividido em dois subgrupos, apos a perda amostral
de 19 animais, 0s grupos mantiveram a seguinte composicao: CJ (n=9), Cl (n=7), TIL (n=8) e TIT
(n=7) foram utilizados para analises funcionais e humorais (presséo arterial sistolica, rigidez arterial,
nitrito plasmatico, nitrito tecidual do ventriculo esquerdo e substincias reativas ao &cido
tiobarbiturico) e CJ (n=9), CI (n=7), TIL (n=7) e TIT (n=7) para andlises histoldgicas (morfometria
da espessura da parede, razdo parede/luz e quantificacdo de colageno das artérias aorta toracica,

carotida e femoral).

6.2- Testes de Capacidade Fisica Aerdbia

O teste de esforco maximo aerdbio foi realizado em uma esteira ergométrica (modificada
para ratos, possuindo 10 raias suspensas de ferro, Inbramed, Millennium). Inicialmente os animais
passaram por uma adaptacao por um periodo de 10 dias. Em seguida, todos os animais realizaram o
teste de esfor¢co maximo (TEM), por meio do protocolo que preconiza aumento de 3m/min a cada 3
minutos de exercicio na esteira até exaustdo, determinando assim a capacidade fisica maxima de
forma indireta (BAREL et al, 2010; HERRERA et al, 2020).

6.3- Treinamento Fisico, Desenho Experimental e Linha do Tempo Experimental.

Foi utilizada para ambos os treinamentos a intensidade de 50-60% da velocidade méxima
atingida no teste de TEM (BAREL et al., 2010; HERRERA, et al., 2020). A figura 1 ilustra o

protocolo experimental de 8 semanas desempenhado pelos animais do grupo CJ e TIT.

Treinamento Fisico
Semanas

1 HH 4 - 6 n -
L S | l l !

TEM

gyseuen]

FIGURA 1: Protocolo Experimental de treinamento fisico — 8 semanas (PC
— peso corporal; TEM — Teste de capacidade maxima; VOP — Velocidade

de onda de pulso; PA direta — Registro de Pressdo Arterial).
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O desenho do protocolo experimental de 61 semanas desempenhado pelos animais dos grupos

Cl e TIL esta ilustrado da figura 2 e 3.

Treinamento Fisico

Semanas Dia

PC PC ‘
rc rc PC

TEm TEM TEM

i

eispupiny e—

FIGURA 2: Protocolo Experimental de treinamento fisico-
61semanas (PC — peso corporal; TEM — Teste de capacidade
méaxima; VOP — Velocidade de onda de pulso; PA direta — Registro

de Pressdo Arterial).
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Treinado o lango e TEM 15 TEM 16
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Controla . :
Jovem (CJ) | VOP + CC |
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Treinado ao longo da Vida (TIL) -~
! ! nicia
adaptacio a esteira
Treinado Idoso Tardio (TIT)

| Eutanasia |

FIGURA 3: Linha do Tempo Experimental - (PC — peso corporal; TEM — Teste de capacidade maxima; VOP —

Velocidade de onda de pulso; CC — Cirurgia de Canulacdo; PA direta — Registro de Pressdo Arterial).
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6.4- Analise Funcional

6.4.1 — Medida de Pressao Arterial Direta

A realizacdo da medida de pressdo arterial ocorreu na Gltima semana do protocolo

experimental. O método utilizado foi a presséo arterial direta.
6.4.1.2 — Confecgéo de canulas e Cirurgia de implantagéo

Para este procedimento foram confeccionadas canulas utilizando tubos de polietileno, Tygon
PE 50 (Scientific Commaodities Inc.) e Tygon PE 10 (Scientific Commodities Inc), que foram
previamente soldados.

Os animais foram anestesiados com ANASEDAN (cloridrato de xilasina, 10mg/kg), e
DOPALEN (cloridrato de Cetamina, 50mg/Kg), CEVA, Paulinia, SP, Brasil (na proporcéo 1:1, 1
mg/kg de peso corporal) posteriormente ao procedimento anestésico, foram posicionados de decubito
ventral e realizada uma incisdo e dissec¢do da artéria femoral esquerda, ap6s a cirurgia a canula foi
exteriorizada na regido dorsal do animal. Em procedimento pds-operatério, com o objetivo de

analgesia foi aplicado anti-inflamatorio flunixina (Banamine 2,5 mg/kg, i.m.).

6.4.1.3 — Registro de pressdo arterial
Apos 24h do procedimento cirurgico, com os animais devidamente acordados foi registrada a
pressao arterial direta, pela ligacdo da canula da artéria femoral ao sistema de registro (transdutor +
pré-amplificador, AD instruments®) em média de trinta a quarenta minutos, e apos 24h analise foi

realizada através de um computador (software Lab Chart Pro).

6.4.2- Medida de Rigidez Arterial (VOP)

Para analise das medidas de rigidez arterial os animais foram submetidos a um protocolo
padronizado e validado por Fabricio et al. (2020), protocolo ndo invasivo para a avaliagdo da rigidez
arterial em ratos, os animais foram anestesiados com ANASEDAN® (cloridrato de xilasina,
10mg/Kg), CEVA e DOPALEN® (cloridrato de quetamina, 50mg/Kg), VETBRANDS do Brasil (na
proporcdo de 1:1, 0,1mg / 100g de peso corporal) e posicionados em decubito ventral, sobre uma
cama aquecedora. Com um dos sensores posicionados acima do cotovelo, especificamente no
antebraco direito e o outro acima do joelho do animal. Foi avaliada a diferenca da VOP entre membros
superiores e inferiores, pelo dispositivo para animais de pequeno porte (popmeétre). A velocidade da
onda de pulso foi analisada pelo software pPOpMET 1.0 (TousDroits reserves®, Axelife SAS 2013),

ajustado de acordo com a distancia medida entre os sensores (FABRICIO et al., 2020).
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6.5- Eutanésia

Os animais foram anestesiados com ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 20mg/kg), e
DOPALEN® (cloridrato de ketamina, 160mg/kg), VETEBRANDS do Brasil (propor¢édo de 1:1,
0,1mg/100g de peso corporal). Apds a anestesia foram utilizados dois métodos diferentes:
decapitacdo para os animais que foram utilizados para a analise humoral e proteica, e para a técnica

histoldgica, atraves da perfusao do ventriculo esquerdo, descrita posteriormente.

6.6- Analise Humoral (Bioquimica Sanguinea)

6.6.1 - Analise das Concentracdes de Nitrito Plasmatico

Apos o procedimento de eutanasia pelo método de decapitacdo, foram coletados 5 ml de
sangue e o tecido cardiaco (ventriculo esquerdo), para analise das concentracfes de nitrito plasmatico.
Apds a coleta, o sangue foi imediatamente centrifugado a 4000 rotacGes por minuto ao longo de 5
minutos e o plasma foi armazenado em um freezer -80°C. Apds a centrifugacdo, a solucdo contendo
as aliquotas de plasma foram analisadas em duplicata quanto as concentra¢Ges de nitrito usando o
método de quimioluminescéncia redutiva a base de o0z6nio e posteriormente foi avaliada por um
analisador de quimioluminescéncia de fase gasosa (analisador Sievers Modelo 280 NO; Boulder, CO,
EUA), conforme descrito previamente (PINHEIRO et al., 2020; SANCHES-LOPES et al., 2020).

6.6.2 - Analise dos biomarcadores do Estresse Oxidativo.

Para investigarmos os biomarcadores do estresse oxidativos a analise utilizada permitiu a
quantificacdo da presenca de TBARS nas amostras. Foi adicionada 750uL de acido tricloroacético
(TCA) a 10% (P/V) a 250uL de amostra de plasma para que ocorra a reacdo. O TCA teve a funcéo
de desnaturar as proteinas presentes e acidificar o meio de reacdo. Essa mistura foi agitada e
centrifugada durante 10 minutos a 4000rpm. Retirando-se 500uL do sobrenadante e a este foi
adicionada 500 pL de acido tiobarbitarico (TBA) 0,67% (P/V), ao qual reagiu com os produtos da
peroxidacdo lipidica formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi incubada por 30
minutos a 100°C e em seguida resfriada em gelo, ap6s ocorreu a leitura da absorbancia a 535nm em

espectrofotometro (Biospectro).

6.7 — Analise da Morfometria e colageno da Artéria Torécica, Artéria Carétida e Artéria

Femoral, através da Técnica Histoldgica.

Para analise da morfometria e coladgeno arterial foi realizada a eutanasia por meio do

procedimento anestésico descrito anteriormente e logo ap0s a parada cardiaca respiratoria foi
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realizado a incisdo ventral, na linha mediana da regido toracica com abertura pelo torax, para
exposicao do coracdo. Os animais foram perfundidos através do ventriculo esquerdo, introduzindo
uma agulha no ventriculo esquerdo e imediatamente apos foi realizado uma abertura do atrio direito
para extravasamento do sangue. A perfusdo foi realizada por uma bomba peristéltica, realizando a
perfusdo com ~100ml de solucdo salina estéril e posteriormente com ~500 ml de solucdo
paraformoldeido a 4% tamponado com PBS (em capela com exaustdo). Posteriormente ao
procedimento de perfusdo foi realizada a dissecagdo para a retirada dos vasos: aorta toracica mediana,
artéria cardtida e artéria femoral esquerda.

Ap0s a remocéo, 0s segmentos arteriais foram pos-fixados em solucdo de paraformoldeido
tamponado com 4% durante 48 horas. Em seguida os tecidos foram desidratados em sequéncia
crescente de etanol e xilol (70%, 95% (2x), 100%(3x) e Xilol (3x) e emblocados em parafina. Na
sequéncia, foram realizados cortes transversais de 5 um (morfometria) e 7 um (colédgeno) e para cada
amostra de tecido foram confeccionadas trés laminas com nove cortes semi-seriados em cada uma,
totalizando vinte e sete cortes/tecidos. A montagem dos cortes foi realizada entre lamina e laminula,
que foram submetidos as técnicas de coloracdo por método Weigert, por Hematoxilina-eosina, para
evidenciacdo dos componentes celulares (HERRERA et. al, 2020).; e, por Picro-Sirius red, para a
diferenciacdo dos tipos de fibra colageno tipo I (cora-se em vermelho vivo) (CURY et al., 2018). Para
analise e fotografia das imagens foi utilizado um microscépio Leica DM 4 B (Leica Microsystems,
GmbH, Wetzlar, Alemanha) com aumento de 2,5x para analise morfométrica da aorta torécica,
caroOtida e femoral e aumento de 20x e 40x para area de deposicao de colageno da aorta toracica e
aorta carétida e femoral respectivamente. Todas as analises off-line (software Imagel) foram

realizadas as cegas para evitar qualquer ma interpretacéo.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estatisticos descritivos foram relatados em média e * desvio padrdo (DP). Para a
analise da estatistica indutiva, o teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a distribuicdo normal
dos dados, analise de variancia de um caminho (ANOVA) com pos-teste de Tunkey foi utilizada para
os dados que apresentaram normalidade (p < 0,05), caso contrario analise de Kruskal-Wallis foi

utilizada para detectar tais diferencas, com nivel de significancia de p < 0,05.

8. RESULTADOS

8.1 Peso Corporal

A figura 4 apresenta os valores de peso corporal dos animais, no momento inicial (4A), no
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momento apos 8 semanas (4B) e final do protocolo experimental apds 61 semanas (4C). Os grupos
ndo apresentaram diferengas significativas entre eles, somente quando comparamos 0s momentos pré

e pds o programa.
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Figura 4: Peso corporal inicial (4A); Peso corporal apés 8 semanas (4B); Peso corporal ap6s 61
semanas (4C), em g grupos: Controle Jovem (CJ); Controle Idoso (CI); Treinado ldoso ao Longo da
Vida (TIL); e Treinado Idoso Tardiamente (TIT). p<0,05.

8.2 Capacidade Fisica Maxima

A capacidade fisica maxima para os animais dos grupos, Controle Jovem (CJ) e Treinado
Idoso Tardiamente (TIT), foram avaliados em trés momentos distintos (inicio, 4 semanas e 8 semanas
do protocolo), e para os grupos, Controle Idoso (Cl) e Treinados ao Longo da vida (TIL), foram
realizadas as avaliacbes da capacidade fisica maxima em 16 momentos do protocolo (inicio,
4,8,12,16,22,26,30,34,38,42,46,50,54,58 e 61 semanas).

No momento do protocolo inicial para os grupos CJ, Cl e TIL (Figura 5A), ndo foi constatada
diferencas estatisticas entre os grupos, confirmando que os grupos eram homogéneos.

Os resultados apresentados na avaliacdo apds 8 semanas (Figura 5B), demostrou que o grupo
que realizou treinamento fisico aerdbio, obteve aumento da capacidade fisica dos animais.

A avaliacdo da capacidade fisica maxima dos animais que realizaram 0 processo de
envelhecimento apos 61 semanas (Figura 5C), demostrou que ambos 0s grupos treinados obtiveram
aumento da capacidade fisica em relacdo ao grupo controle idoso (CI) e, a0 compararmos 0S grupos

treinado ao longo da vida e tardiamente, o grupo treinado idoso ao longo da vida (TIL) possui maior
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capacidade fisica maxima em relacéo ao grupo treinado idoso tardiamente (TIT).
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Figura 5: Teste de Capacidade Méaxima (TEM); Grupos: Controle Jovem (CI); Controle Idoso (ClI);
Treinado idoso ao Longo da vida (TIL); Treinado ldoso Tardiamente (TIT). Significancia: * vs
sedentario e + vs TIT; p< 0 05.

Os resultados das avaliacdes da capacidade fisica maxima dos animais, que foram avaliados
em trés momentos distintos ou para os grupos que realizaram as avaliacdes em dezesseis momentos
do protocolo, estdo representados através de uma linha do tempo (Figura 6), demostrando que todos
0s grupos ndo apresentavam diferencas significativas entre eles no momento inicial do protocolo.

Apos o inicio da intervencdo do treinamento fisico, o grupo treinado idoso ao longo da vida
demostrou um aumento exponencial da capacidade fisica maxima até a décima sexta semana de
treinamento, atingindo a média de 1099 segundos e, apds este apice, apresentou uma queda gradativa,
mas sempre com niveis superiores aos demais grupos estudados (CI vs TIL, p=< 0,001; Cl vs TIT,
p=<0,011).

O grupo treinado idoso tardiamente, iniciou seu protocolo de forma tardia, demostrando uma
capacidade fisica méaxima inicial, proxima dos grupos controles e apés a intervencdo do treinamento
fisico, demonstrou uma evolugcdo em sua capacidade fisica, mas abaixo dos niveis do grupo treinado
idoso ao longo da vida, obtendo uma meédia de capacidade fisica maxima ao final do protocolo de 675

segundos x 882 segundos do grupo treinado idoso ao longo da vida (TIL vs TIT, p=0,004).
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Figura 6: Linha do tempo do Teste de Capacidade Mé&xima (TEM); Grupos: Controle
Jovem (Cl); Controle Idoso (CI); treinado idoso ao Longo da vida (TIL); Treinado Idoso
Tardiamente (TIT). Significancia: * vs sedentario e + vs TIT; p< 0,05.

8.3 Medida de Rigidez Arterial

A velocidade de onda de pulso (VOP), foi realizada ao final do protocolo de 8 semanas para
o grupo controle jovem (CJ), e ao final do protocolo de envelhecimento para 0s grupos controle idoso
(CI), treinado ao longo da vida (TIL) e treinado tardiamente (TIT), representada pela figura 7. As
andlises demostraram que o grupo idoso treinado ao longo da vida (TIL) apresentou menores valores
de VOP guando comparado com o grupo idoso controle (Cl, p=0,002).

VOP FINAL
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24

Velocida de Onda de Pulso (m/s)

Figura 7. Velocidade de Onda de Pulso (VOP); Grupos:
Controle Jovem (CJ); Controle Idosos (Cl); Treinado Idosos
ao Longo da vida (TIL); Treinado Idoso Tardiamente.
Significancia: * vs controle idoso; p< 0,05.
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8.4 Pressao arterial sistélica

A figura 8 evidencia os valores de pressao arterial sistolica (8A) ambas avaliadas ao final do

protocolo, demonstrando que o treinamento fisico tardio ou realizado ao longo da vida ndo promoveu

beneficios em relacdo pressao arterial sistélica quando comparado com o grupo controle (p=0,227).
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Figura 8: Pressdo Arterial Sistolica (PAS); Grupos:
Controle Jovem (CJ); Controle Idosos (CI); Treinado
Idosos ao Longo da vida (TIL); Treinado ldoso

Tardiamente (TIT). Significancia: p< 0,05.

8.5 ConcentracGes Nitrito plasmatico e tecidual

As concentragfes de nitrito (NO2-) foi analisada em duas diferentes estruturas, no plasma

sanguineo (9A) e ventriculo esquerdo (tecido cardiaco) (9B). Os resultados demostram que nao foram

encontradas diferengas estatisticas significativas entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9: Nitrito Plasmatico (9A), Nitrito Ventriculo Esquerdo (9B); Grupos: Controle
Jovem (CJ); Controle Idosos (Cl); Treinado Idosos ao Longo da vida (TIL); Treinado Idoso

Tardiamente. Significancia: p< 0,05.
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8.6 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A figura 10 evidencia os valores de substancias reativas de acido tiobarbitarico (TBARS). Ao
final do protocolo experimental, pode ser observada que o treinamento fisico tardio (TIT) apresenta
valores menores de TBARS quando se comparado com o grupo controle idoso (Cl, p= 0,046) e o

grupo controle jovem (CJ, p= 0,009), que foram mantidos sedentarios.

TBARS

0.3+
| cl
m C
= 7L
m T

=
L]
I

TBARS [pmal/img]
=

0.0-

Figura 10: Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS);
Grupos: Controle Jovem (CJ); Controle Idosos (Cl); Treinado
Idosos ao Longo da vida (TIL); Treinado Idoso Tardiamente (TIT).
Significancia: * vs controle idoso; * vs controle jovem; p< 0 05.

8.7 Morfometria da Relacdo parede/luz e Espessura da Artéria Toracica, Artéria Car6tida e Artéria
Femoral.

8.7.1 Aorta Torécica

A figura 11 apresenta a espessura (A), a relacao parede luz (B) e os cortes histoldgicos corados
em H.E (C) na artéria aorta, sendo possivel observar que o grupo treinado ao longo da vida (TIL,
p=0,032) e o grupo controle jovem (CJ, p=<0,001) apresentaram valores menores de espessura
arterial quando comparado com o grupo controle idoso (CI). A mesma relacdo acontece na variavel
da relacdo parede/luz (CI vs TIL, p= 0,011; CI vs CJ, p= <0,001). O grupo treinado tardio (TIT),
apresentou diferencas em comparacéo ao grupo CJ (p=0,001), demonstrando que a espessura tende a
aumentar com o decorrer da idade e, o programa de 8 semanas nédo foi eficaz em atenuar tais

alteracdes.

23



Espessura Aorta A Parede/Luz Aorta B
6 0.15+
@l cJ & cJ
E + Il Cl I Cl
£ 44 * * B TL '51 0.10 4 + E TL
= T 2 * T
— [ *
= el
L] L]
o &
2 21 & 0.05-
7]
w
o 0.00
C
(o] r Cl TIL ) TIT vy

IR L I < . 1
—_—, —_— —_— P

Figura 11: Espessura da aorta torécica (A), relacdo parede/luz (B) e fotos representativas de cortes
histolégicos (5pum) corados com Hematoxilina e eosina (HE), ao final do programa, em CJ (Controle
jovem), CI (Controle idoso), TIL (Treinado ao longo da vida), e TIT (Treinado tardio); Diferencas
significativas: * vs controle idoso; + vs controle jovem; p <0,05.

8.7.2 Carétida

A figura 12 apresenta a espessura (A), relagdo parede luz (B) e os cortes histologicos corados
em H.E (C) na artéria carétida. Em ambas as figuras o grupo treinado ao longo da vida (TIL, p=0,011)
e o grupo controle jovem (CJ, p=0,002) apresentaram valores menores de espessura arterial quando
se comparado com o grupo controle idoso (CI) e, a mesma rela¢do acontece na relacdo parede/luz
arterial. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas no grupo que realizou o treinamento tardio
(TIT).
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Figura 12: Espessura da aorta carétida (A), relagdo parede/luz (B) e fotos representativas de cortes
histolégicos (5um) corados com Hematoxilina e eosina (HE), ao final do programa, em CJ
(Controle jovem), CI (Controle idoso), TIL (Treinado ao longo da vida), e TIT (Treinado tardio);
Diferencas significativas: * vs controle idoso; p <0,05.

8.7.3 Femoral
A figura 13 demonstra os valores de espessura (A), a relagcdo parede luz (B) e os cortes
histologicos corados em H.E (C), na artéria femoral, porém ndo foram encontradas diferencas

significativas entre 0s grupos para tais variaveis (A, p=0,189; B, p=0,414).
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Figura 13: Espessura da aorta (A), relacdo parede/luz (B) e fotos representativas de cortes
histologicos (5um) corados com Hematoxilina e eosina (HE), ao final do programa, em CJ
(Controle jovem), CI (Controle idoso), TIL (Treinado ao longo da vida), e TIT (Treinado tardio);
p< 0 05.

8.8 Concentracdes de Colageno da Artéria Toracica, Artéria Cardtida e Artéria Femoral.

8.8.1 Aorta Torécica

A figura 14 apresenta as concentragdes de colageno na artéria aorta (A) e os cortes histologicos
corados com vermelho de picrosirius (B). Na artéria aorta podemos observar que ambos 0s programas
de treinamento fisico (TIL e TIT) apresentam valores menores de porcentagem de colageno quando
se comparado com o grupo controle idoso (CI, p= 0,013 e p= 0,021, respectivamente), entretanto nao

houve diferencas entre os grupos controles idoso e jovem (p= 0,103), ambos mantidos sedentarios.
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Figura 14 (A): Porcentagem de colageno na artéria aorta (A) e fotos representativas de cortes
histologicos (7um) corados com vermelho de picrosirius (B), ao final do programa, em CJ
(Controle jovem), Cl (Controle idoso), TIL (Treinado ao longo da vida), e TIT (Treinado
tardio); Diferencas significativas: * vs controle idoso; p <0,05.

8.8.2 Carétida

A figura 15 apresenta as concentracGes de colageno na artéria carétida (A) e os cortes
histoldgicos corados com vermelho de picrosirius (B), pode-se observar que o grupo que realizou o
treinamento fisico de forma tardia (TIT) apresentou valores reduzidos de porcentagem de colageno
quando se comparado ao grupo controle idoso (p= 0,034), porém o programa de treinamento fisico
realizado ao longo de toda a vida (TIL), apesar de apresentar valores percentuais menores em relacéo

ao grupo controle idoso (CI), esta diminuicdo ndo apresentou significancia (p=0,144).
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Figura 15: Porcentagem de colageno na artéria cardtida (A) e fotos representativas de cortes
histolégicos (7um) corados com vermelho de picrosirius (B), ao final do programa, em CJ
(Controle jovem), CI (Controle idoso), TIL (Treinado ao longo da vida), e TIT (Treinado
tardio); Diferencas significativas: * vs controle idoso; p <0,05.

8.8.3 Femoral

A figura 16 apresenta as concentracdes de colageno na artéria femoral (A) e 0s cortes

histoldgicos corados com vermelho de picrosirius (B), pode-se observar que o grupo que realizou o

treinamento fisico ou o grupo controle, ndo foi encontrado diferengas entre os grupos (p=0,969).

Artéria Femoral A
m_

e

B

A1
Bonb
4d0
=i

% de colagens
-l
2

Figura 16: Porcentagem de colédgeno na artéria femoral (A) e fotos representativas de
cortes histologicos (7pm) corados com vermelho de picrosirius (B), ao final do programa,
em CJ (Controle jovem), CI (Controle idoso), TIL (Treinado ao longo da vida), e TIT
(Treinado tardio); Diferencas significativas: p <0,05.
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9. DISCUSSAO

Neste presente estudo, buscamos em seu primeiro momento, avaliar possiveis alteracdes
acometidas na salde vascular entre os grupos controles jovem e controle idoso, evidenciando se o
processo de envelhecimento de 16 meses, seria um periodo adequado para demostrarmos o0s efeitos
deletérios, nas alteracfes de peso corporal, capacidade fisica aerdbia, rigidez arterial, pressdo arterial
sistdlica, nitrito plasmatico e tecidual do ventriculo esquerdo, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), morfometria arterial e concentracdes de colageno arterial.

O peso corporal dos animais do grupo controle jovem e idoso, foram analisados em dois e trés
momentos, respectivamente. No momento inicial ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos,
apresentando uma média inferior a 300 gramas. Apds 8 semanas de protocolo, ambos 0s grupos
apresentaram aumento exponencial de peso corporal, mas sem diferencas estatisticas entre 0s grupos
controles jovem e idoso, ultrapassando 400 gramas. No momento trés, ap6s 16 meses de
experimento, o grupo controle idoso obteve aumento de peso corporal atingindo aproximadamente
600 gramas. Este aumento de peso corporal, ja era esperado e esta de acordo com MARQUES et. al.
(2015), que observou em ratos Wistar, o aumento de peso corporal ao decorrer da idade, ao longo
dos 12 meses de protocolo experimental. Deste mesmo modo, Li e colaboradores (2018), observaram
em ratos Wistar envelhecidos (18 meses de vida), aumento de peso corporal de acordo com a idade,
demonstrando assim que a progressdo do peso corporal é algo natural com o envelhecimento.

Em relacédo a capacidade fisica, o presente estudo demostrou que animais Wistar, quando ndo
estimulados com treinamento fisico, apresentaram um declinio no transcorrer do protocolo
experimental. Observou-se uma diminuicdo de aproximadamente 14,8% no grupo controle jovem
em protocolo de 4 meses, e diminuicdo de aproximadamente 13,84% no grupo controle idoso em
protocolo de 16 meses. Esses resultados corroboram com o de Qin. e colaborares (2020) que
observou em ratos Wistar, ja envelhecidos com 16 meses de idade e mantidos sedentarios, um
declinio da capacidade fisica na realizacdo de um teste maximo em esteira, ao longo do processo de
envelhecimento.

As avaliagdes funcionais da pressdo arterial sistolica e rigidez arterial, foram realizadas ao
final do protocolo. Para a presséo arterial, os resultados ndo demonstraram diferenca entre 0s grupos
experimentais, 0 que ja era esperado pela linhagem de animais utilizado (Wistar — normotensos).
Outros estudos, como o de HOTTA et. al. (2017), também demostraram auséncia de alteracdo na
pressao arterial sistdlica de ratos jovens e idosos. Em relagdo a rigidez arterial, o grupo controle
idoso apresentou valores de VOP superiores ao grupo controle jovem, possivelmente relacionado a
maior rigidez das grandes artérias, mas sem diferenca estatistica significativa, p<0,05. No entanto,
para a VOP, embora nenhuma diferenca foi encontrada entre 0s grupos controles jovem e idoso,

pode-se observar uma tendéncia de aumento dos valores para o grupo idoso. Em estudo de GU et.
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al. (2014), com ratos Fisher de 23 meses de idade, foi observado um aumento consideravel de VOP,
no grupo idoso em comparagdo aos animais jovens controles e, também, demonstra que o exercicio
fisico atenuou os valores de VOP em animais idosos que realizaram o treinamento fisico,
corroborando com o resultado encontrado do presente estudo.

Para as andlises humorais, este estudo também nédo encontrou diferenca estatistica entres os
grupos controles, nas analises das concentracdes de nitrito plasmatico e tecidual do ventriculo
esquerdo e nas substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS). Apesar da auséncia de
diferenca estatistica, cabe a ressalva que o grupo idoso possui uma tendéncia de diminuicdo dos
valores plasmaticos de nitrito, o que pode indicar um prejuizo nos fatores humorais do controle
cardiovascular.

Com relagdo as anélises estruturais de morfometria do vaso, a aorta toracica, aorta cardtida
apresentaram diferencas entre 0s grupos controles jovem e idoso. Este parece ser um dos principais
resultados quando comparamos 0s grupos controles, obtendo valores de razdo parede/luz, das
artérias aorta toracica e cardtida, diferencas estatisticamente significativas (p<0,005); CJ x CI (p
=0,001), para aorta torécica e (p =0,008), para aorta cardtida e diferencas na espessura da parede (p
=<0,001), para aorta toracica e (p =<0,002) para aorta carotida, corroborando com o estudo de
FABRICIO et. al. (2020), que demostrou em ratos adultos e idosos (12 meses) sem treinamento,
alteracOes da espessura na artéria aorta, obtendo aumento na parede em idosos. Este mesmo estudo
demostrou aumento do colageno arterial na aorta, cardtida e femoral, relacionando ratos jovens,
adultos e idosos, entretanto, no presente estudo observamos um aumento do coladgeno nas artérias
aorta e carotida, em ratos idosos, mas sem diferencas estatisticas (p<0,005) entre os grupos controles.

Uma vez investigado todas as variaveis funcionais, humorais e estrutural das artérias entre
grupos controles, buscou-se compreender qual o efeito deletério do envelhecimento em animais
sedentarios. Em termos funcionais, o envelhecimento por si parece ndo gerar um comprometimento
significativo pois as varidveis de pressao arterial e VOP ndo apresentaram diferencas que poderiam
comprometer a funcionalidade do sistema. A mesma concluséo pode ser aplicada para as variaveis
humorais, pois NO e TBARS também néo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
jovens e idosos (controle), no entanto cabe a ressalva que embora tenha sido observado uma
tendéncia a diminuicdo, especialmente dos valores de NO, o fato dos animais serem considerados
normotensos, essas diferencas ndo apareceram. Por outro lado, ha um destaque para as variaveis
estruturais em que diferencas foram apontadas para a espessura e razéo parede luz e, uma tendéncia
de maior concentracdo de coldgeno para a artéria aorta e femoral. Este resultado demonstra
alteracdes estruturais significativas com o processo de envelhecimento prejudicando a complacéncia
arterial.

Outro fator importante a ser considerado por este estudo € que os animais utilizados possuiam
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a idade de 16 meses, sendo, portanto, considerados como adultos idosos e ndo idosos propriamente
ditos. Os estudos de SUDAKOV et. al (2021); SENGUPTA (2013) e ANDREOLLO et. al. (2012)
relatam que os animais sdo considerados adultos com 2 meses de idade (60 dias), atingem a
maturidade adulta por volta 5-6 meses e apds 6-7 meses 0s animais comecam a demostrar sinais de
envelhecimento, relatam em seus estudos que a vida média do rato de laboratorio vive cerca de 24 a
36 meses. E possivel que se 0 mesmo experimento for realizado com ratos com idade de 24 meses,
as “tendéncias” estatisticas encontradas no estudo atual alcancem significancia.

Ainda, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito preventivo do exercicio aerdbio
praticado ao longo da vida comparado ao exercicio realizado tardiamente, em amenizar ou proteger
dos efeitos naturais que o envelhecimento acomete no sistema vascular. Neste sentido, no presente
trabalho foram realizadas os mesmos conjuntos de andlises citadas para os grupos controles.

Nossos achados demostraram que o peso corporal dos animais treinados obteve um aumento
exponencial acompanhando os niveis do grupo idoso (Cl), mas sem apresentarem diferencas
estatisticas. Em relacdo a capacidade fisica dos grupos treinados ao longo da vida (TIL) e
tardiamente (TIT), foi demostrado uma evolugédo exponencial ao longo do periodo. Estes resultados
demonstram que o treinamento foi eficaz para melhorar a capacidade aerdbia dos animais. Tais
dados ja eram esperados, pois ja é bem esclarecido na literatura, que a préatica regular de exercicio
fisico promove diversos beneficios, entre eles, aumento da aptiddo fisica dos animais. Moreira et.
al. (2015), observaram o desempenho no teste de capacidade méxima ap6s 10 semanas de
treinamento aerobio em meio aquatico, com intensidade 50-80%, demonstrando que 0 grupo
treinado apresentou aumento da capacidade fisica em relacdo ao grupo sedentario. E importante
ressaltar que o grupo treinado ao longo da vida (TIL), apresentou melhor capacidade fisica aerdbia
em relacdo ao grupo treinado tardiamente (TIT), indicando que periodos de treinamento aerdbio
continuo, ao longo do processo de envelhecimento acomete melhora na capacidade fisica aerdbia,
consequentemente gerando maiores beneficios no sistema cardiorrespiratorio. Este resultado sugere
que o decréscimo desta capacidade decorrente dos efeitos naturais do envelhecimento é atenuado e
estd de acordo com vaérios estudos (TALBOT, METTER, FLEG, 2000; FLEG, 2012; SANTOS,
LAROCCA, SEALS, 2014).

Nas anélises funcionais da pressao arterial sistdlica e da rigidez arterial ao final do protocolo,
os resultados demostraram que 0s grupos apos a intervencdo, ndo obtiveram diferenca de pressédo
arterial sistélica em ambos os grupos treinados, estando de acordo com o estudo de HOTTA et. al.
(2017). Entretanto, na rigidez arterial (VOP), o grupo treinado ao longo da vida (TIL) apresentou
reducdo desta varidvel comparado ao grupo controle idoso (Cl). Estes resultados estdo de acordo
com o estudo de SEALS et al. (2019) que também investigaram a rigidez arterial através da

velocidade de onda de pulso e demostraram os efeitos do exercicio aerdbio regular e a relacdo do
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enrijecimento com o envelhecimento em homens de meia-idade, obtendo apos as intervencées do
treinamento regular, o beneficio em aumentar a complacéncia da artéria carétida.

Para as analises humorais, este estudo ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa
(p<0,005) entres os grupos treinados para as analises das concentracdes de nitrito plasmatico e
tecidual do ventriculo esquerdo, no entanto, foi demonstrado uma diminui¢do nas substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), nos grupos treinados (TIL) e (TIT) em relagdo aos grupos
controles, mas apenas o grupo treinado tardiamente (TIT), obteve niveis de significancia p<0,005.
Conforme o estudo de BOVERIS and NAVARRO (2008), o exercicio moderado crénico diminui o
conteddo mitocondrial de oxidagcdo, TBARS e carbonilas e, por outro lado, aumenta 15-20% das
atividades enzimaéticas antioxidantes ap6s 24 semanas de treinamento. No entanto, este efeito quase
desapareceu em ratos idosos apds 50 semanas de treinamento, podendo o grupo (TIL), ser acometido
por esta diminuicio das enzimas antioxidantes, apontado neste estudo. E importante destacar
também que os animais utilizados por este estudo eram considerados normotensos e, sugere-se que
os fatores humorais ndo tiveram grandes influéncias nos resultados finais.

Demostramos anteriormente as diferencas nas alteragdes morfometrias dos vasos entre 0s
grupos controles jovens X idoso, entretanto, somente o treinamento ao longo da vida foi capaz de
minimizar/prevenir os efeitos deletérios do envelhecimento, na artéria aorta toracica e aorta cardtida.
Corroborando com os achados na morfometria dos vasos, as analises das concentrac@es de colageno
arterial evidenciaram uma diferenciacdo de percentual de colageno nas artérias aorta toraxica e aorta
carétida, demostrando uma diminuicdo nos grupos treinados (TIL e TIT), quando comparados ao
grupo controle idoso (CI, p= 0,013 e p= 0,021, respectivamente), e apenas 0 grupo treinado
tardiamente (TIT), obteve uma diminuicdo de colageno na artéria cardtida (p= 0,034), resultados
estes que esta de acordo com o estudo de HANNA et.al (2014) que investigou em modelo animal de
ratos jovens e idosos, a relacdo elastina e colageno e, a remodelacéo estrutural das artérias, com os
efeitos da idade e treinamento fisico. Tais resultados demonstram que a idade aumenta a espessura
da parede e a rigidez das artérias de resisténcia coronarias, e a proporcao parede-limen é aumenta
com a idade, mas este aumento foi revertido com a prética do treinamento fisico. O estudo de GU
et. al. (2014), que avaliou efeitos do treinamento fisico aerébio cronico, no enrijecimento da aorta e
disfungéo endotelial em ratos jovens (03 meses) e idosos (23 meses), demonstrou que o treinamento
fisico promove a diminui¢do do enrijecimento da aorta, marcado pela reducéo na concentragédo de
colageno, aumento da concentracdo da elastina, reducéo da velocidade de onda de pulso (VOP) e,

previne a disfuncdo endotelial mediado pela resposta a acetilcolina.

Confirmando em partes a hipotese do presente estudo, em que era esperado que 0 rato
envelhecido apresentasse maiores efeitos deletérios decorrentes do processo natural de

envelhecimento, nas variaveis funcionais, humorais e estrutural do vaso; apenas a variavel estrutural,
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através dos valores da morfometria quando relacionamos a razéo parede/luz e espessura da parede,
foram concretizadas neste estudo. Ainda assim, cabe a ressalva que 0s animais possuiam apenas 16
meses de vida, ou seja, um processo mais longo de envelhecimento poderia complementar este

estudo, demostramos maiores alteracdes nas variaveis propostas.

Contudo, ao olharmos para a hipdtese em que relacionamos os treinamentos apresentados neste
estudo, varias relacdes benéficas que contemplem o treinamento ao longo da vida foram apontadas
de forma eficiente no efeito preventivo, aos efeitos deletérios acometidos no envelhecimento
vascular. Partindo da analise funcional, ndo obtivemos uma melhora nas variaveis da presséo artérial
sistdlica (PAS), mas, em contrapartida os valores se apresentaram dentro da média, padronizada em
normotensos. Ao olharmos para os valores de rigidez arterial o grupo treinado ao longo da vida (TIL)
demostrou uma redugdo em comparacgéo ao grupo idoso (ClI). Este resultado indica que o treinamento
foi efetivo em minimizar os efeitos de uma possivel rigidez arterial. Em conjunto com as andlises da
estrutura do vaso, foi demostrado uma relacao parede/luz e diminuicdo da espessura da parede do
vaso e diminuicdo do coladgeno da artéria aorta, demostrando a relacdo da melhora da variavel

funcional (VOP), com estas varidveis estruturais.

10. CONCLUSAO

Conclui-se com este estudo que ratos Wistar com 16 meses de vida apresentam alteracdes
estruturais dos vasos sanguineos quando comparados a ratos jovens, no entanto, o treinamento ao
longo da vida foi capaz de prevenir tais efeitos deletérios relacionados ao processo de

envelhecimento.
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