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RESUMO 

 

SOARES, Ricardo Andrade. Efeito do extrato de Euterpe oleracea Mart. (Açaí) e do 
exercício físico sobre as alterações vasculares e de memória ocasionadas pelo 
envelhecimento. 2021. Tese (Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto 
Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021 
 

O envelhecimento populacional tem aumentado ao redor do planeta. No Brasil, cerca 
de 70% dos idosos possuem alguma doença crônica. Diante desse quadro  o tratamento 
das doenças crônicas na terceira idade torna-se um grande desafio para a saúde pública. 
Adaptações no estilo de vida que envolvam estratégias nutricionais e atividade física regular 
e moderada exercem um efeito protetor sobre doenças ocasionadas pelo envelhecimento. O 
extrato hidroalcoólico do caroço do açaí (ASE), rico em polifenóis, possui propriedades 
vasodilatadoras e antioxidantes. Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar o efeito do 
tratamento com ASE (200mg/kg) e do exercício físico na função vascular, no desempenho 
físico, na memória e no aprendizado de animais idosos. Ratos wistar machos foram 
divididos em 5 grupos: Jovem (3 meses), Idoso (18 meses), Idoso+ASE (18 meses + ASE), 
Idoso+Treino (18 meses + treinamento físico) e Idoso+Treino+ASE (18 meses + treinamento 
físico+ ASE). O teste de esforço máximo (TEM) foi desenvolvido de acordo com Matsuura et 
al. 2010. Foram avaliados os níveis de glicemia e lactato no plasma ao final de cada teste. O 
treinamento físico crônico foi realizado em esteira rolante (30 min/dia; 5 dias/semana) 
durante 4 semanas com intensidade de 60% da velocidade máxima atingida no TEM. A 
pressão arterial foi aferida uma vez por semana por pletismografia de cauda. Ao final do 
período experimental foi realizado o teste de esquiva passiva inibitória para avaliar a 
memória de curto e longo prazo. Após a eutanásia, realizamos a reatividade vascular em 
leito arterial mesentérico (LAM) e anel de aorta, bem como avaliamos, a expressão de 
proteínas responsáveis pela produção de óxido nítrico em aorta e LAM, de proteínas da 
biogênese mitocondrial no músculo soleus, e de proteínas responsáveis pela 
neuroplasticidade no hipocampo. A atividade enzimática e o dano oxidativo também foram 
avaliados. A distância(m) e o tempo(s) final foram maiores (p≤0.05) no grupo 
Idoso+Treino+ASE comparados ao grupo Idoso+Treino. O peso (g) dos animais jovens foi 
menor que dos Idosos durante o período experimental. Os níveis de lactato (mmol/L) e de 
glicemia finais não diferiram entre os grupos. Os animais do grupo Jovem apresentaram 
uma redução(p≤0.05) da resposta vasoconstritora e aumento(p≤0.05) da resposta 
vasodilatadora em relação ao grupo Idoso tanto em LAM como em aorta. Os grupos 
Idoso+Treino e Idoso+ASE apresentaram aumento (p≤0.05) na resposta vasodilatadora em 
aorta e redução(p≤0.05) da resposta vasoconstritora comparados ao grupo Idoso, além de 
reduzirem (p≤0.05) a pressão arterial e o dano oxidativo na aorta e no hipocampo. A 
associação do exercício físico com o ASE também aumentou (p≤0.05) a vasodilatação em 
LAM em relação ao grupo Idoso e não só reduziu (p≤0,05) a pressão arterial como também 
reverteu a perda (p≤0.05) de desempenho na memória aversiva de longo prazo ocasionada 
pelo envelhecimento. O sinergismo entre o ASE e exercício também aumentou a defesa 
antioxidante (p<0,05) e a expressão das proteínas da biogênese mitocondrial no músculo 
esquelético. Com base nesses resultados demonstramos uma positiva interação da 
atividade física aeróbica com o ASE sobre o processo de envelhecimento ao melhorar a 
pressão arterial, a função vascular, o estado oxidativo, regulando positivamente as 
proteínas-chave da biogênese mitocondrial no músculo esquelético, o que deve contribuir 
para a tolerância ao exercício no envelhecimento. Também observamos o efeito benéfico da 
associação do extrato com o exercício físico sobre o declínio cognitivo, possivelmente 
devido a ação vasodilatadora e antioxidantes do extrato. 
 
Palavras-chave: Envelhecimento. Polifenóis. Exercício físico. Disfunção Endotelial. Memória. 

 



ABSTRACT 

 
SOARES, Ricardo Andrade. Effect of the extract of Euterpe oleracea Mart. (Açaí) and 
exercise training on vascular and memory changes caused by aging. 2021. Tese 
(Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade 
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

The population aging has increased around the world. In Brazil, approximately 70% of 
the older people have a chronic disease. So, the treatment of chronic diseases in old age 
becomes a great challenge for public health. Lifestyle changes involving nutritional strategies 
and regular and moderate exercise training can have a protective effect against diseases 
caused by aging. The Açaí seed extract (ASE), rich in polyphenols, demonstrated 
vasodilating and antioxidant properties. Therefore, the purpose of the present study is to 
examine the effect of treatment with ASE (200mg/kg) and exercise training on vascular 
function, exercise performance, memory and learning in older animals. Male Wistar rats were 
divided into 5 groups: Young (3 months), Old (18 months), Old+ASE (18 months+ ASE), 
Old+Training (18 months + exercise training) and Old+Training+ASE (18 months + exercise 
training + ASE). The maximum treadmill stress test (MST) was developed according to 
Matsuura et al. 2010. Plasma glucose and lactate levels were examined at the end of each 
MST. The exercise training was performed on a treadmill (30 min/day; 5 days/week) for 4 
weeks. Blood pressure was measured by tail plethysmography once a week. At the end of 
the experimental period, the step down avoidance test was performed to examine short-term 
and long-term memory. After euthanasia, we performed vascular reactivity in a mesenteric 
arterial bed (MAB) and aortic ring as well as we evaluated the expression of proteins 
involved for the production of nitric oxide in the aorta and LAM,  proteins involved in 
mitochondrial biogenesis in the soleus muscle, and and key proteins for neural plasticity in 
hippocampus. The antioxidant defense and oxidative damage were also studied. The  
distance(m) and time (s) were increased (p≤0.05) in the Old+Training+ASE group compared 
to the Old+Training group. The weight (g) of young animals was lower than that old animals 
during the experimental period. The lactate (mmol/L) and blood glucose levels did not 
different between groups. The animals in the Young group showed a reduction (p≤0.05) in 
the vasoconstrictor response and increase (p≤0.05) in the vasodilator response compared to 
the Old group, both in MAB and in the aortic ring. The Old+Training and Old+ASE groups 
showed an increase (p≤0.05) in the vasodilator response in the aorta and a reduction 
(p≤0.05) in the vasoconstrictor response compared to the Old group, in addition to reducing 
(p≤0.05) blood pressure and damage oxidative in the aorta and hippocampus. The 
association of exercise training with ASE in Old animals also increased (p≤0.05) the 
vasodilation in MAB compared to the Old group and not only reduced (p≤0.05) blood 
pressure but also reversed the loss (p≤0.05 ) of performance in long-term aversive memory 
caused by aging. The synergism between ASE and exercise also increased the antioxidant 
defense (p<0.05) and the expression of mitochondrial biogenesis proteins in skeletal muscle. 
Based on the results presented, we demonstrate a positive interaction of aerobic training 
exercise with ASE on the aging process by improving blood pressure, vascular function, 
oxidative state, positively regulating key proteins of mitochondrial biogenesis in skeletal 
muscle, which should contribute to exercise tolerance in aging. We also observed the 
beneficial effect of the association of the extract with exercise training on cognitive decline, 
possibly due to the extract's vasodilating and antioxidant action. 
 
Keywords:  Aging. Polyphenols. Exercise training. Endothelial Dysfunction. Memory. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

 O envelhecimento populacional é um fenômeno que vem ocorrendo ao redor do 

planeta. Segundo o relatório World Population Ageing das Nações Unidas, 703 

milhões de pessoas em todo o mundo possuem 65 anos ou mais, idade mínima para 

ser considerado idoso conforme o texto,  com projeção de tal valor dobrar até 2050 

(Nations, 2021). 

 No Brasil, o Departamento Intersindical de Estatística e Estudos 

Socioeconômicos (Dieese) demonstrou que a população brasileira de idosos, definida 

a partir de 60 anos segundo o estatuto do idoso (Ministério da Saúde, 2009), 

encontra-se em torno de  37,7 milhões (Dieese, 2021). A OMS estima que o processo 

de envelhecimento da população brasileira ocorre de maneira mais acelerada do que 

ocorreu em países como a França, por exemplo. Enquanto o último demorou em torno 

de 150 anos para passar de 10% a 20% do total de sua população com 60 anos ou 

mais, no Brasil, assim como na China e na Índia, essa estimativa é de 20 anos para 

atingir a mesma porcentagem (WHO, 2015). Isso significa que a adaptação nesses 

países para proporcionar um envelhecimento saudável aliado a uma boa qualidade de 

vida, precisará ocorrer de uma maneira muito mais rápida do que costumava ser no 

passado (WHO, 2015).  Além disso, dados do Estudo Longitudinal da Saúde dos 

Idosos Brasileiros (ELSI-Brasil), cerca de 40% da população de idosos no Brasil 

possuem uma doença crônica e cerca de 30% possuem duas ou mais doenças 

como diabetes, hipertensão ou artrite (Lima-Costa, 2019). No total somam-se 

aproximadamente 70% dos idosos no Brasil com alguma doença crônica (Lima-

Costa, 2019). Diante desse quadro o tratamento das doenças crônicas na terceira 

idade torna-se um grande desafio para a saúde pública nacional e internacional (Lima-

Costa, 2019); (WHO, 2015).  

A partir de 2022, conforme consta na nova Classificação Estatística 

Internacional de Doenças e Problemas Relacionados com a Saúde (CID 11) da OMS, 

o envelhecimento será considerado uma doença (Zhavoronkov; Bhullar, 2015) 

(Calimport; Bentley, 2019). Segundo a entidade, tal mudança pode gerar uma maior 

atenção ao assunto, fornecendo uma base para ensaios clínicos, com maior 

participação da indústria farmacêutica e dos formuladores de políticas pública 

(Calimport; Bentley, 2019). Contudo, esta nova classificação não é unanimidade. A 
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Sociedade Brasileira de Geriatria e gerontologia (SBGG) alega que o envelhecimento 

é uma etapa natural de nosso curso de vida e não deveria correr o risco de ser 

interpretada como doença, o que contribuiria para acentuar preconceitos em relação à 

longevidade (SBGG, 2021). Diante deste contexto, o processo de envelhecimento e 

suas particularidades, só podem ser compreendidos a partir da relação que se 

estabelece entre os diferentes aspectos cronológicos, biológicos, psicológicos e 

sociais (Scheneider & Irigaray, 2008). Envelhecer é um processo gradativo que 

envolve o desenvolvimento e o amadurecimento do indivíduo, entretanto a progressão 

do tempo pode acarretar em diversas perdas físicas, cognitivas e sociais exigindo 

intensa habilidade emocional do sujeito que envelhece a fim de obter uma adaptação 

saudável às mudanças desta nova fase da vida (Kreuz; Franco, 2017).  

Considerando o ponto de vista biológico, o envelhecimento pode ser entendido 

como um processo que acarreta o declínio das funções fisiológicas levando a uma 

redução da taxa reprodutiva com um aumento da taxa de mortalidade (Saldmann et 

al., 2019). Este processo é controlado por diversos mecanismos envolvendo fatores 

genéticos, epigenéticos e ambientais (Forni et al., 2019). No âmbito celular, aplica-se 

o conceito de senescência celular, condição na qual uma célula se torna disfuncional. 

A senescência pode ser dividida em duas grandes categorias: senescência replicativa, 

associada ao encurtamento dos telômeros, devido aos numerosos ciclos de divisão 

celular, e senescência induzida por estresse, que ocorre de maneira mais rápida em 

resposta a um estressor como estresse oxidativo, fumaça de cigarro e radiação 

(Serino; Salazar, 2018). 

 Harman foi um dos primeiros a propor que o processo de envelhecimento 

estaria correlacionado aos radicais livres produzidos no metabolismo aeróbico 

(Harman, 1956). Aliado a isso diversas patologias observadas no envelhecimento 

podem ser atribuídas ao acúmulo de produtos decorrentes do dano oxidativo em 

macromoléculas biológicas (Saldmann et al., 2019). Dados da literatura demonstram 

que há uma propensão ao aparecimento de condições patológicas como síndrome 

metabólica, câncer, doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas com o 

avançar da idade. Sendo que tais condições listadas estão fortemente correlacionadas 

com o aumento dos níveis de espécie reativa de oxigênio (Forni et al., 2019; 

Saldmann et al., 2019; Vatner et al., 2020). O estresse oxidativo é considerado um 

dos principais mecanismos limitadores da longevidade em geral (Vatner et al., 2020). 

O estado de estresse oxidativo crônico observado no processo de envelhecimento 
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está atrelado à redução da defesa antioxidante e aumento de compostos oxidantes 

(Cabello-Verrugio et al., 2017; De la fuente; Gimenez-Llort, 2010), resultando em um 

declínio tanto na saúde física como em habilidades cognitivas, onde alterações 

cardiovasculares e a redução da memória caracterizam-se como mudanças notáveis 

(Cechella et al., 2018; Kreuz; Franco, 2017).  

Diante do exposto, surgiram as primeiras hipóteses de que a administração 

dietética de antioxidantes poderia aumentar a longevidade (Harman, 1976), e desde 

então estudos têm sido realizados nesse sentido, com considerável ênfase em 

encontrar novas estratégias terapêuticas para diminuir o dano oxidativo (Cabello-

verrugio et al., 2017). 

Atualmente a atenção dos pesquisadores tem se voltado para efeitos de 

compostos bioativos nutracêuticos como polifenóis na prevenção de doenças 

relacionadas com estresse oxidativo, podendo citar as cardiovasculares, oncológicas 

e relacionadas ao envelhecimento (Furlan; Rodrigues, 2016). Nesse contexto, o 

extrato hidroalcoólico do caroço do açaí (ASE), cujos estudos prévios do nosso grupo 

já demonstraram ação antioxidante (Da Costa et al., 2012; Rocha et al., 2008), torna-

se uma atraente estratégia para o combate de doenças relacionadas ao desbalanço 

oxidativo e consequentemente proporcionar um envelhecimento mais saudável. 

 Outra estratégia de grande importância para a promoção da saúde de pessoas 

da terceira idade é a prática regular de atividade física aeróbica uma vez que exerce 

efeitos benéficos na prevenção de doenças relacionadas ao envelhecimento (Civinski; 

Montibeller, 2011). O exercício físico modula o equilíbrio redox através do aumento da 

defesa antioxidante (De Sousa et al., 2017), além de proporcionar benefícios 

cardiovasculares, psicológicos e sociais (Schveitzer  et al., 2010). 

 

Envelhecimento e comprometimento cognitivo. 

   

O declínio cognitivo é um processo natural e gradual que ocorre normalmente 

com o avançar da idade, mesmo na ausência de doenças neurodegenerativas, porém 

de modo que não interfere substancialmente com as atividades diárias do indivíduo 

(Khan et al., 2014).  

O comprometimento cognitivo leve (CCL) é um estágio intermediário que se 

encontra entre a cognição considerada normal e a demência (Sanford, 2017). As 

funções cognitivas que exigem um maior grau de velocidade do processamento, como 
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resolução de problemas, função inibitória, memória de trabalho e memória de longo 

prazo são as mais afetadas por tal comprometimento com o avançar da idade (Khan 

et al., 2014; Sanford, 2017).  

Do ponto de vista anatomopatológico, o cérebro de um idoso apresenta 

redução de volume, de modo irregular, com as regiões hipocampais de grande 

relevância para a memória, e os lobos frontais, responsáveis pelas funções 

executivas, com um maior grau de perda de células neuronais (Clemente; Ribeiro-

Filho, 2008). Os principais substratos neuropatológicos que estão presentes na 

progressão do CCL para a doença de Alzheimer são as placas β-amiloide (Aβ)  e os 

emaranhados neurofibrilares de proteína Tau intracelular (ENF) (Tiwari et al., 2019).  

A formação de placas amiloides tóxicas a partir de peptídios, devido ao 

processamento anormal da proteína precursora amiloide (PPA), em formas tóxicas de 

peptídios beta-amilóide é uma das principais teorias para explicar a base biológica da 

doença de Alzheimer (Tiwari et al., 2019). Estas placas são estruturas extracelulares 

constituídas principalmente por acúmulo de depósito de peptídeos beta-amiloide. Sua 

presença pode gerar respostas inflamatórias, ativação da micróglia e dos astrócitos e 

liberação de substâncias químicas tóxicas, como citocinas e radicais livres (Ricciarelli; 

Fedele, 2017).  As placas amilóides e os eventos químicos provocados por ela podem 

levar a ativação de cinases ocorrendo a fosforilação de proteínas Tau, responsáveis 

por estabilizar os microtúbulos, ocasionando a formação de emaranhados 

neurofibrilares (ENF). Todos esses eventos culminam com a morte neuronal 

(Clemente; Ribeiro-Filho, 2008). Apesar disso, pequenas quantidades de placas beta-

amilóide e ENF encontradas no processo normal do envelhecimento, não têm em si 

significado patológico (Clemente; Ribeiro-filho, 2008; Ricciarelli; Fedele, 2017), 

podendo estar associadas a processo de declínio cognitivo normal devido a idade 

(RicciarellI; Fedele, 2017; Tiwari et al., 2019). Contudo, estas alterações também se 

manifestam como uma etapa inicial da doença de Alzheimer em sua fase 

assintomática (Tiwari et al., 2019).  

Ainda neste contexto, diversos fatores de risco modificáveis estão associados 

com a patologia, dentre eles destacam-se: a inatividade física, a depressão, o 

diabetes mellitus tipo 2 e as doenças cardiovasculares (McGurran et al., 2019). 

Investigações adicionais sobre essas vias podem contribuir para o desenvolvimento 

de novos alvos terapêuticos. Evidências sugerem que placas Aβ reduzem os níveis do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), principalmente pela redução da 
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proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) (Simi, 2011). CREB é 

um fator de transcrição importante para regulação de BDNF e formação de novas 

memórias. Os níveis cerebrais ou séricos de BDNF são considerados marcadores 

benéficos para a condição cognitiva (Amidfar et al., 2020; Simi, 2011). Além disso, a 

participação da transcrição mediada pelo CREB tem sido amplamente analisada no 

processo de memória e no desenvolvimento da doença de Alzheimer (Amidfar et al., 

2020). A concepção de abordagens terapêuticas farmacológicas ou genéticas com 

ênfase na sinalização CREB-BDNF possui um potencial de tratamento promissor para 

o Alzheimer (Amidfar et al., 2020).  

No momento, há poucos tratamentos farmacológicos comprovados para 

retardar a progressão do CCL para demência. Recentemente o Food and Drug 

Administration (FDA), uma agência federal do Departamento de Saúde e Serviços 

Humanos dos Estados Unidos, aprovou o uso do aducanumab, um anticorpo 

monoclonal humano que se liga seletivamente a fibrilas β-amilóides e oligômeros 

solúveis,  para o tratamento da Doença de Alzheimer em fase de comprometimento 

cognitivo leve e demência leve (Fillit; Green, 2021; Schneider, 2020). Apesar da 

relevância desta autorização, até o presente momento, a comunidade científica têm 

questionado sobre a precocidade da aprovação, uma vez que não teria recebido 

experimentos suficientes (Fillit; Green, 2021; SBGG, 2021). Entretanto, há robustas 

evidências de que modificações no estilo de vida, incluindo dieta, exercícios e 

estimulação cognitiva, podem ser terapias não-farmacológicas eficazes no combate 

ao declínio cognitivo (Sanford, 2017). 

 

Envelhecimento vascular e disfunção endotelial. 

 

Envelhecer pode ser considerado um fator de risco para a homeostase 

cardiovascular (Kovacic et al., 2011), estando fortemente atrelado com mudanças na 

estrutura e na função dos vasos, principalmente, nas grandes artérias (Maloberti et al., 

2019; Seals; Alexander, 2018). Contudo, tais alterações também são observadas no 

leito vascular periférico (Mikael et al., 2017). Do ponto de vista histológico esse 

processo promove alterações morfológicas que incluem espessamento da parede 

vascular, aumento da deposição de colágeno e redução da elastina (Maloberti et al., 

2019). Tais alterações promovem a diminuição da elasticidade do tecido conjuntivo 

vascular causando rigidez arterial e consequente aumento da resistência vascular 
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periférica em indivíduos idosos (Maloberti et al., 2019), o que contribui para as 

modificações da pressão arterial observadas com o avançar da idade. O 

envelhecimento arterial produz um aumento típico da pressão arterial sistólica (PAS), 

muitas vezes, de maneira isolada (Battistoni et al., 2020). 

Um dos fatores que correlaciona o envelhecimento com o risco para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares é o processo de disfunção endotelial 

(Han et al., 2018). O endotélio é um dos mais importantes reguladores da manutenção 

da homeostase vascular, estando envolvido em muitas funções fisiológicas, incluindo 

a regulação da pressão sanguínea, a promoção da angiogênese e o controle do 

processo de coagulação (Tesauro et al., 2017). O tônus vascular é regulado por 

moléculas secretadas pelo endotélio que atuam de maneira autócrina e parácrina 

(Gradinaru et al., 2015). Entre tais moléculas secretadas, destaca-se o óxido nítrico 

(ON) como um dos mais importantes mediadores da função vascular, devido a sua 

potente ação vasodilatadora (Michel e Vanhoutte. 2010). O ON é sintetizado pela 

enzima sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS), possuindo um papel central na 

proteção do endotélio contra doenças cardiovasculares (Michel e Vanhoutte. 2010). O 

aumento da atividade da eNOS ocorre por meio da fosforilação de proteínas 

envolvidas na sua cascata de ativação como fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), 

Akt/proteína cinase B (AKT), proteína cinase A (PKA) e a proteína cinase ativada por 

monofosfato de adenosina (AMPK), nos resíduos serina 1177, 635 e 617 (Zhang et al. 

2009). Uma eventual redução da biodisponibilidade de ON pode ser considerada 

como marcador de um endotélio disfuncional (Tesauro et al., 2017). A homeostase do 

endotélio vascular depende do balanço entre moléculas pró e antioxidantes, 

vasodilatadores e vasoconstritores, pró e anti-inflamatórios e pró e antitrobóticos 

(Gradinaru et al., 2015). Sendo a disfunção endotelial caracterizada pelo desbalanço 

favorecendo moléculas pró-oxidantes, vasoconstritoras, pró-inflamatórias e 

protrombóticas (Gradinaru et al., 2015) 

Dentre os eventos patológicos de maior relevância para a disfunção endotelial 

destacam-se, o processo inflamatório e o estresse oxidativo (Tesauro et al., 2017). A 

disfunção endotelial também está relacionada ao processo de desacoplamento da 

enzima eNOS, que consiste na mudança da geração de ON para a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), como o ânion superóxido, por parte da enzima 

(Siragusa; Fleming, 2016). A geração excessiva de tal espécie pode inibir a atividade 

da própria eNOS, assim como inativar o ON produzido, contribuindo para uma menor 
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biodisponibilidade do agente vasodilatador, com consequente  geração de peroxinitrito 

(Han et al., 2018).  

O envelhecimento cardiovascular promove uma redução da função endotelial 

caracterizada, em parte, pela diminuição da resposta vasodilatadora dependente do 

endotélio, não só em artérias centrais como também em artérias periféricas (Barton et 

al., 1997). A microcirculação está presente em todos os tecidos do corpo, possuindo 

uma capacidade única de influenciar o ambiente local da maioria dos órgãos e tecidos 

alvos (Ungvari et al., 2018). Sendo assim, alterações funcionais e estruturais 

induzidas pelo envelhecimento na microcirculação contribuem para a patogênese de 

diversas doenças relacionadas com a idade, incluindo comprometimento cognitivo 

vascular, doença de Alzheimer, sarcopenia, doenças cardiovasculares, doenças 

renais e oculares (Ungvari et al., 2018). 

 Um dos métodos mais comumente utilizados para observar o grau de 

disfunção endotelial é através da reatividade vascular para um agente químico, 

geralmente acetilcolina, que produz uma resposta vasodilatadora dependente de 

endotélio para diversos tecidos vasculares (Furchgott E Zawadzki, 1980; Seals; 

alexander, 2018). A acetilcolina é um agonista dos receptores muscarínicos (M3) 

presentes nas células endoteliais. A ativação de tal receptor gera uma cascata de 

eventos que induzem a ativação da eNOS.  A enzima por sua vez converte L-arginina 

em ON que rapidamente se difunde para a musculatura lisa vascular promovendo o 

seu relaxamento (Seals; Alexander, 2018). O declínio da função endotelial contribui 

para um risco aumentado de doença cardiovascular em adultos mais velhos e pode 

reduzir o fluxo sanguíneo muscular (Trott, 2009). Mudanças no estilo de vida que 

envolvam estratégias nutricionais e práticas de atividade física regular e moderada 

podem exercer um efeito protetor sobre doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas ocasionadas pelo envelhecimento (Klímová; Vališ, 2018). 

 

Envelhecimento e Atividade Física 

 

 A OMS recomenda uma prática de 150 minutos por semana de exercício físico 

aeróbico moderado, aliado a atividades de fortalecimento muscular, três ou mais 

vezes durante a semana para a população acima de 65 anos (WHO, 2020). O 

exercício físico aeróbico e regular está fortemente relacionado com a redução do risco 
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de desenvolvimento de doenças cardiovasculares em idosos (Seals; Nagy; Moreau, 

2019).  

Do ponto de vista vascular, a atividade física poderia, em parte, reduzir a 

rigidez das grandes artérias induzida pelo envelhecimento (Jakovljevic, 2018), assim 

como promover uma melhora na disfunção endotelial induzida pela idade (Jakovljevic, 

2018). Contudo, a intensidade, duração e frequência da atividade física aeróbica 

necessária para promover essas mudanças ainda não foram bem estabelecidas 

(Seals; Nagy; Moreau, 2019). É sabido que o exercício promove melhora na 

capacidade vasodilatadora dependente de endotélio, principalmente, devido ao 

aumento da produção e biodisponibilidade do ON (Seals; Nagy; Moreau, 2019), sendo 

esse um dos prováveis mecanismos para a melhora na disfunção endotelial (Rossman 

et al., 2018).  

Além disso, a atividade física regular consiste em uma excelente ferramenta 

não farmacológica para a prevenção ou retardo do declínio cognitivo e 

consequentemente da doença de Alzheimer e da demência (Barnes, 2015; Duzel; Van 

Praag; Sendtner, 2016). Pode atuar tanto de forma indireta, pois modifica a 

prevalência de doenças (incluindo diabetes, hipertensão e depressão) consideradas 

como fatores de risco para o desenvolvimento da doença de Alzheimer (Barnes, 

2015), quanto de forma direta onde os possíveis mecanismos envolvidos incluem: 

redução dos níveis de estresse oxidativo, através do aumento da defesa antioxidante 

endógena; redução dos níveis de moléculas pró – inflamatórias, atenuando a 

inflamação crônica induzida pela idade, e efeito neuroprotetor sobre o hipocampo 

atuando diretamente sobre as proteínas beta-amilóide e a Tau (Cechella et al., 2018). 

Com o avançar da idade o músculo esquelético sofre uma perda gradual de 

massa, tamanho e função, chamada sarcopenia, que possui uma etiologia complexa e 

a participação de diversos fatores (Kim; Triolo; Hood, 2017). As mitocôndrias 

desempenham um papel fundamentaal na deterioração muscular relacionada ao 

envelhecimento, pois participam da produção de energia e espécies reativas de 

oxigênio (ERO), sinalização apoptótica e manipulação de cálcio (Ca2 +) (Kim; Triolo; 

Hood, 2017). Assim, o processo natural de envelhecimento, juntamente com a 

inatividade física coincidente, prejudica progressivamente a integridade mitocondrial, o 

que pode ser um dos principais fatores para a sarcopenia (Kim; Triolo; Hood, 2017). 

 O exercício é uma das principais estratégias conhecidas para combater a 

sarcopenia e isso é amplamente mediado por melhoras na plasticidade mitocondrial 
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(Joseph; Adhihetty; Leeuwenburgh, 2016). A prática de exercício físico também pode 

melhorar o desempenho neuromuscular e funcional de idosos fazendo um importante 

balanço entre os fatores oxidativos e a capacidade antioxidante sendo considerado 

uma intervenção eficaz para melhorar a função mitocondrial em idosos saudáveis, 

reduzindo os efeitos adversos do processo de envelhecimento (Hooshmand-

Moghadam et al., 2020).  Tem sido atribuído ao coativador-1 alfa do receptor ativado 

por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1α) um papel fundamental na 

regulação da biogênese mitocondrial no músculo esquelético em resposta a atividade 

física, por isso, é amplamente utilizado como um marcador da adaptação do músculo 

ao exercício físico, desempenhando um papel significativo nas alterações fenotípicas 

musculares e no desempenho aeróbio (Kim; Triolo; Hood, 2017). Por sua vez, a PGC-

1α pode ser ativada por meio de fosforilação pela proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK) (Hood et al., 2016) ou desacetilação através da Sirtuína-1 (SIRT-1) (Tang, 

2016). Este achado tem aumentado o interesse no desenvolvimento de fármacos que 

tenham como alvo a via SIRT1- PGC-1α, para mimetizar ou potencializar os efeitos do 

exercício físico para o tratamento de doenças cardiometabólicas (Rasbach; 

Schnellmann, 2008).  

 A intervenção nutricional é outra ferramenta além da atividade física que vem 

ganhando notoriedade contra doenças ocasionadas pelo envelhecimento (Klímová; 

Vališ, 2018). Esta abordagem geralmente é bem tolerada,  de baixo custo e segura a 

longo prazo em comparação com o tratamento farmacológico (Klímová; Vališ, 2018). 

 

 

Envelhecimento e polifenóis 

 

 

 Os polifenóis são encontrados principalmente em comidas e bebidas derivadas 

de plantas, fornecendo cor e sabor, além de exercer um papel de defesa contra o 

estresse provocado por radiação ultravioleta, patógenos e danos físicos. Sua estrutura 

varia de fenóis simples até moléculas complexas com alto nível de polimerização 

(Andriantsitohaina et al., 2012). Podem ser divididos em fenóis simples, flavonoides e 

não flavonoides. Como exemplos de polifenóis não flavonoides podemos citar o 

estilbeno (resveratrol), a saponina, a curcumina e os taninos. Já os flavonoides podem 

ser subdivididos em flavanóis (catequina e epicatequina), flavonóis (quercetina e 
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miricetina), antociniadinas (cianidina e delfinidina), flavonas (naringenina e 

hesperetina) e chalconas (floretina) (Andriantsitohaina et al., 2012).  

 Evidências sugerem que uma dieta contínua e prolongada rica em polifenóis, 

poderia ajudar na prevenção de diversas patologias degenerativas, tais como 

diabetes, doenças cardiovasculares e doenças neurodegenerativas (Fernando et al., 

2017). Nesse contexto, os efeitos deletérios da idade relacionados ao comportamento 

e a função cerebral podem ser retardados ou mesmo revertidos com o aumento dos 

níveis de antioxidantes, anti-inflamatórios ou o sinergismo destes (Carey et al., 2017). 

Estudos sugerem uma relação positiva entre a suplementação com polifenóis e a 

melhora cognitiva em modelos animais. Compostos polifenólicos poderiam exercer 

uma ação direta no sistema nervoso central, sendo uma possível fonte de 

estimulantes de fatores neurotróficos (Hosseini et al., 2018). A ativação das vias 

BDNF /CREB (responsável pelo aprendizado, memória e plasticidade neural), assim 

como a  via do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf-2),  um dos 

principais envolvidos na transcrição de genes que codificam enzimas antioxidantes, 

atuando também na modulação de respostas inflamatórias e imunes, representam 

mecanismos pelos quais muitos polifenóis exercem sua ação neurotrófica (Hosseini et 

al., 2018). Compostos como as antocianidinas presentes no açaí são capazes de 

combater alguns dos efeitos inflamatórios e oxidativos mediadores do envelhecimento 

no nível celular (Poulose et al., 2012). De maneira semelhante, proantocianidinas 

derivadas da semente da uva promoveram melhora na cognição e na memória 

espacial de camundongos com Alzheimer (Lian et al., 2016). O mesmo foi observado 

na suplementação com dieta de blueberry no qual aprimorou a memória espacial e de 

trabalho devido ao aumento dos níveis de BDNF e CREB no hipocampo (Rendeiro et 

al., 2012; Williams et al., 2008). 

  Estudos da literatura também reforçam o impacto dos polifenóis na melhora 

dos distúrbios cardiovasculares e do envelhecimento através de sua ação 

neutralizadora de ERO, cuja ação é implicada no apoptose e sensecência de diversas 

células do sistema cardiovascular (Khurana et al., 2013). O resveratrol, um dos 

principais polifenóis encontrados no vinho, possui propriedades na longevidade, com 

efeitos cardioprotetores e contra o câncer, que são atribuídos a mitigação do estresse 

oxidativo (Csiszar, 2011).  

 Diversos estudos também demonstram um positivo sinergismo entre 

polifenóis e a prática de atividade física (Hart et al., 2013, de Bem et al. 2018). 
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Epicatequina, sozinha ou associada ao exercício, aumenta a resistência à fadiga 

muscular e a capacidade oxidativa em músculo esquelético de ratos (Nogueira et al., 

2011). Outra evidência sugere que a associação de epicatequina e exercício físico foi 

capaz de atenuar o déficit de memória em modelo animal de Alzheimer (Walker et al., 

2015). Um flavonóide natural como a quercetina pode desempenhar efeito ergogênico 

em ratos que praticam atividade física (Casuso et al., 2013). Um estudo com 

resveratrol demonstrou sua capacidade de melhorar a resistência e a performance 

física de ratos promovendo a biogênese mitocondrial (Hart et al., 2013). Os polifenóis 

também aumentam a produção de ON no endotélio, via eNOS, melhorando o fluxo 

sanguíneo (Bailey et al., 2009; Li et al., 2019). 

 Sendo assim, somam-se diversas evidências sugerindo que a suplementação 

com polifenóis juntamente com a prática da atividade física podem auxiliar no declínio 

cognitivo e na prevenção de doenças cardiovasculares oriundas do envelhecimento. 

 

Extrato hidroalcoólico do caroço do açaí (ASE). 

  

 A Palmácea da família Aracaceae, popularmente conhecida como açaizeiro 

(Euterpe oleracea Mart.) é uma planta importante no agronegócio da região 

Amazônica para extração da polpa de frutos e palmito (Figura 1), sendo amplamente 

encontrada, nos estados do Pará, Amazonas, Tocantins, Maranhão e Amapá. A casca 

do fruto do açaí é comumente usada para fazer suco, sorvete, doces e é muito 

consumida no Brasil, especialmente no Pará (300.000 toneladas), região sudeste (650 

toneladas) e demais regiões (200 toneladas) (CONAB, 2019). Em 2019, cerca de 

4.000 toneladas dos frutos foram exportadas pelo Pará, principalmente para os 

Estados Unidos (70%),  além de países europeus como Alemanha, Bélgica, Holanda e 

Japão (CONAB, 2019). Entretanto, grande parte do açaí que chega ao estado de São 

Paulo, oriundo do Pará é beneficiado e exportado pelo estado, o que o torna o maior 

exportador da polpa do fruto (CONAB, 2019).  

 



27 

Figura 1 - Foto ilustrativa da Euterpe oleracea Mart. (açaí) 

Legenda: Palmácea da Euterpe oleracea Mart (açaí). 
Fonte: Edson Grandisoli. 

 

Na medicina popular, a polpa do açaí é utilizada para o tratamento da diarréia 

(Flor & Barbora, 2015), em casos de febre, dor e inflamação (Matheus et al., 2006; 

Moura e Resende, 2015), principalmente entre pessoas das regiões norte e nordeste.  

Estudos químicos demonstram que a polpa do açaí é rico em polifenóis como 

epicatequina, catequina e antocianinas (cianidina 3-glucosídeo, cianidina 3-

arabinosídeo e cianidina 3-rutinosídeo), entre outros (Bobbio et al., 2000), e que 

devem ser responsáveis pelos já citados efeitos benéficos (Portinho et al., 2012; 

Andriantsitohaina et al., 2012).  

 Estudos pioneiros realizados pelo nosso grupo demonstraram que o extrato 

hidroalcóolico do caroço do açaí (ASE), uma parte habitualmente negligenciada e 

descartada do fruto é rico em catequina, epicatequina e proantocianidinas poliméricas 

(de Oliveira et al., 2015) (figura 2), apresentando conteúdo polifenólico mais 

expressivo que a polpa, e ainda uma ação vasodilatadora mais intensa do que a 

obtida com o extrato da polpa de açaí (Rocha et al. 2007). 
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Figura 2 - Perfil de eluição obtido por cromatografia líquida do extrato hidroalcoólico 

do caroço do açaí 

 

Nota: Análise por HPLC do ASE. Os picos marcados a 27, 38 e 51 minutos correspondem  a catequina, 
epicatequina e proantocianidinas poliméricas respectivamente,  como  confirmado por injeção de 
padrões e por comparação do espectro de absorção no ultravioleta. Mais evidências sobre a 
estrutura dos compostos presentes no ASE foram fornecidos por espectrometria de massa 
positiva modo de electrospray. 

Fonte: de Oliveira et al., 2015. 

 

Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que o ASE, cujo processo de 

obtenção e indicações terapêuticas já foram depositadas no Instituto Nacional de 

Propriedade Industrial (INPI), assim como, no Patent Cooperative Treaty (PCT), induz 

um efeito vasodilatador dependente do endotélio (Rocha et al., 2007), ação 

antioxidante (Da Costa et al., 2012; Rocha et al., 2008), protetora contra os danos 

causados pela disfunção endotelial, obesidade, e diabetes mellitus tipo 1 e 2 (Cordeiro 

et al., 2017; Da Costa et al., 2012; De Bem et al., 2018; De Oliveira et al., 2010; 

Tavares et al., 2020). Além disso, conta com propriedades anti-inflamatórias (Cordeiro 

et al., 2017; Moura et al., 2012), hipolipidêmica (De Oliveira et al., 2010, 2015) e 

hipoglicemiante (de Bem et al., 2017;De Bem et al., 2018). Estes achados 

demonstram um efeito benéfico do extrato ASE, como uma planta medicinal, 

apresentando grande potencial no tratamento de doenças cardiovasculares e 

metabólicas.  

A ação vasodilatadora dependente de endotélio do ASE mostrou ser, em parte, 

mediada pela produção e liberação do ON nas células endoteliais e pelo fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Rocha et al., 2007). Também foi 
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demonstrado que o efeito vasodilatador dependente de ON do ASE teria a 

participação da guanilato ciclase solúvel (Murad et al., 1988) e também da  ativação 

de canais de K+ (Tare, 1990), independente da liberação de prostanóides (Rocha et 

al., 2007). Aliado a isso, demonstramos recentemente que o extrato melhora o 

desempenho físico, reduzindo os níveis de dano oxidativo e ativando as proteínas 

chaves da biogênese mitocondrial em animais adultos saudáveis (De Andrade Soares 

et al., 2020).  

Com base nesses achados e nas propriedades do ASE já descritas, assim 

como, nas evidências de que tanto a atividade física como a suplementação com 

antioxidantes podem reduzir o risco cardiovascular e promover um efeito 

neuroprotetor, no presente estudo investigamos os efeitos do ASE e do exercício 

físico na memória e no aprendizado, na função vascular e no desempenho físico em 

animais idosos. 
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1. OBJETIVO 

 
 
1.1 Objetivo geral 
 
 

Avaliar os efeitos do tratamento com ASE na disfunção vascular, no 

desempenho físico e na memória de ratos idosos submetidos ao exercício físico 

moderado com o objetivo de identificar potenciais benefícios cardiovasculares e 

neuroprotetores, assim como uma possível interação positiva do ASE e exercício. 

 
 

1.2 Objetivos específicos 

 
 

Avaliar o efeito do tratamento com ASE em ratos wistar idosos submetidos à 

prática regular de exercício sobre: 

 

a) O peso, os níveis de ácido lático e glicose; 

b) O desempenho físico através do teste de esforço máximo; 

c) A pressão arterial e a reatividade vascular em leito arterial mesentérico 

(LAM) e anel de aorta de rato; 

d) A expressão de marcadores de função vascular (PI3K, AKT e eNOS) em 

leito arterial mesentérico e aorta; 

e) A morfologia da artéria aorta;  

f) A expressão de marcadores da biogênese mitocondrial (AMPK, SIRT-1 e 

PGC-1α) no músculo esquelético; 

g) A memória e o aprendizado através do teste de esquiva passiva 

inibitória; 

h) A expressão de marcadores da memória e aprendizado (BDNF e CREB) 

no hipocampo; 

i) Os níveis de ON, dano oxidativo e atividade enzimática na aorta, no 

músculo esquelético e no hipocampo.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Animais utilizados e modelo experimental 

 

 

 Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de 

Ética Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto 

Alcantara Gomes da UERJ (Nº CEUA/038/2017). Para este estudo foram utilizados 80 

ratos wistar (350-450g) machos provenientes de 30 ninhadas, fornecidos pelo Biotério 

do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia/ IBRAG/UERJ. Os animais foram 

mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com temperatura média de (23 ± 

2°C) e umidade (60 ± 10%) controladas. O ciclo claro-escuro foi de 12 h, com 

presença de luz a partir das 6:00 h da manhã. 

Para realização do estudo foram formados 5 grupos experimentais, sendo eles:  

 a) Controle jovem (n=16): Animais jovens (3 meses) que receberam dieta 

padrão para ratos e foram submetidos ao teste de esquiva passiva inibitória ao final 

das 4 semanas de experimento; 

    

 b) Controle idoso (n=16): Animais idosos (18 meses) que receberam dieta 

padrão para ratos e foram submetidos ao teste de esquiva passiva inibitória ao final 

das 4 semanas de experimento; 

 

  c) Idoso + ASE (n=15): Animais idosos (18 meses) que receberam dieta padrão 

para ratos e 200 mg/kg/dia de ASE por gavagem intragástrica, durante 4 semanas. Ao 

final desse período foram submetidos ao teste de esquiva passiva inibitória; 

 

d) Idoso + Treino (n=17): Animais idosos (18 meses) que receberam dieta 

padrão para ratos e realizaram o treinamento físico aeróbico crônico durante 4 

semanas. Ao final deste período foram submetidos aos testes de esforço máximo e de 

esquiva passiva inibitória; 
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 e) Idoso + Treino + ASE (n=16): Animais idosos (18 meses) que receberam 

dieta padrão para ratos e 200 mg/kg/dia de ASE por gavagem intragástrica e 

realizaram o treinamento físico aeróbico crônico durante 4 semanas. Ao final deste 

período foram submetidos aos testes de esforço máximo e de esquiva passiva 

inibitória. 

 Os animais não tratados com o ASE receberam água por gavagem 

instragástrica diariamente para mimetizar as mesmas circunstâncias de estresse dos 

animais tratados. O peso corporal dos animais foi mensurado duas vezes por semana, 

por meio de balança digital.  

 

 

2.2 Preparo do extrato hidroalcoólico do caroço de açaí 

 

 

Utilizamos frutos da planta Euterpe oleracea Mart. (açaí), provenientes de 

Belém, fornecidos pelo nosso colaborador Professor Dr. Pergentino José Cunha 

Souza, docente da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Pará. Após a 

lavagem dos frutos, aproximadamente 200 g de caroço foram separados, triturados, 

embebidos em 400 mL de água destilada, e então fervidos por cinco minutos. 

Imediatamente após a fervura acrescentou-se 400 mL de etanol. O extrato 

hidroalcoólico foi guardado em geladeira e agitado periodicamente por 2 a 4 h ao 

longo de 10 dias. Ao final deste período, o extrato foi filtrado em papel de filtro comum 

e depois em papel de filtro tipo Whatman número 1. Posteriormente, todo o etanol foi 

evaporado à baixa pressão na temperatura de 50° a 60°C. O resíduo foi liofilizado e 

em seguida armazenado num frasco protegido contra à exposição luminosa até o seu 

uso (Rocha et al. 2007). Após o preparo de todos os extratos, o conteúdo de polifenóis 

foi medido pelo método colorimétrico determinado por Singleton (1965), usando o 

reagente Folin Ciocalteau, assim como o seu potencial efeito vasodilator verificado 

através da reatividade vascular. Essas medidas são utilizadas como controle de 

qualidade e viabilidade do extrato para a posterior utilização. A dose tóxica de 

administração do ASE é a partir de 1,5 g/kg (dados não publicados). 
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2.3 Protocolo de treinamento físico 

 

 

 Antes do início do treinamento físico aeróbico em esteira rolante os 40 animais 

dos grupos Idoso + Treino e Idoso + Treino + ASE foram submetidos a um teste 

progressivo máximo para a determinação da intensidade de treinamento (teste de 

esforço). O teste consistiu em um protocolo de exercício físico escalonado em esteira 

rolante, com velocidade inicial de 3m/min, incrementada de 4m/min a cada três 

minutos até a exaustão do animal, momento em que não é mais mantido o padrão de 

corrida. Após a definição da velocidade pelo teste de esforço, o treinamento físico 

crônico foi realizado em esteira rolante durante quatro semanas, cinco vezes por 

semana, com duração de trinta minutos cada sessão. A velocidade do treinamento 

físico crônico foi progressivamente aumentada de 50% até 60% da velocidade 

máxima atingida durante o teste progressivo máximo, que corresponde a uma 

intensidade moderada de treinamento (Matsuura et al., 2010). O teste progressivo 

máximo foi repetido mais uma vez ao final das quatro semanas de tratamento para 

verificar as alterações no tempo e na distância percorrida, ocasionadas pelo 

treinamento físico crônico (Figura 3). 

 

Figura 3 - Representação esquemática do protocolo experimental 

 

 

 

Fonte: O autor, 2021. 
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2.4 Dosagens séricas 

   

2.4.1 Glicemia 

 

 

A medida da glicemia de jejum foi realizada uma vez antes e outra após as 

quatro semanas de treinamento crônico. A medida foi realizada com os animais em 

jejum de doze horas, a partir de amostras de sangue coletadas da extremidade da 

cauda do animal e com o auxílio de um aparelho medidor automático para a 

determinação de glicose (Accutrend® Plus Roche).  

 

 

2.4.2 Lactato 

 

 

A dosagem de lactato foi realizada duas vezes, uma imediatamente após o 

primeiro teste progressivo máximo e outra após o último, apenas dos animais 

submetidos ao treinamento físico.  O lactato foi obtido a partir de amostras de sangue 

coletadas da extremidade da cauda do animal e com o auxílio de um aparelho monitor 

para a determinação de lactato (Accutrend® Plus Roche).  

 

 

2.5 Medida da pressão arterial 

 

 

A Pressão arterial sistólica (PAS) e a Pressão arterial diastólica (PAD) (mmHg) 

foram aferidas através da pletismografia de cauda, um método não invasivo, com o 

aparelho CODAHT2 (Kent Scientific). Nesse método, um garrote e um sensor de pulso 

são colocados em torno da cauda do animal e, através do volume de sangue que flui 

pela cauda, os dados de pressão são registrados (Figura 4). Antes do início do 

protocolo experimental, os animais passaram por dois dias de ambientação no 

aparelho. As medidas da PA foram realizadas semanalmente, durante as 4 semanas. 
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Figura 4 - Medida da PA pelo método da pletismografia de cauda 

 

Fonte: O autor, 2021. 

 

2.6 Teste de Esquiva Passiva Inibitória (EPI) 

 

A EPI foi realizada em uma caixa com uma plataforma retangular, posicionada 

lateralmente sobre uma grade metálica (Insight, Caixa de Esquiva Ativa e Passiva EP 

112). Os animais foram submetidos a três testes na EPI. No 1º teste, os animais foram 

individualmente colocados sobre a plataforma e, imediatamente após colocarem as 

quatro patas na grade metálica, receberam um choque de 0,4 mA durante 3 segundos 

(T1). Um segundo teste foi realizado 3 horas após o recebimento do estímulo aversivo 

(choque) no 1º teste e um último teste foi realizado 24 horas após o teste inicial. Os 

intervalos de avaliação utilizados foram necessários para avaliação de memória a 

curto (3 h) e longo (24 h) prazo (Forwood; Winters; Bussey, 2005; Winters et al., 

2004). Em todos os 3 testes o tempo de latência para a descida da plataforma foi 

anotado. Duas variáveis foram utilizadas nas análises quantitativas: a latência de 

descida (como indicado acima) e a diferença entre as latências dos diferentes testes. 
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Foi atribuído um valor de corte para tempos menores que 5 segundos no 1° teste (T1). 

O valor máximo de tempo atribuído ao teste foi de 180 segundos. A esquiva inibitória 

tem sido amplamente utilizada para estudar o aprendizado e memórias de curto e 

longo prazo em roedores (Izquierdo et al., 2002). 

 

Figura 5 - Teste de esquiva passiva inibitória 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Teste de esquiva passiva inibitória. (1) Animal sobre a plataforma. (2) Animal sobre a grade 
elétrica 

Fonte: O autor, 2021. 
 
 
 
 

2.7  Eutanásia e coleta de tecidos 

 

 
 

Ao final das 4 semanas de protocolo experimental os animais foram 

eutanasiados por decapitação para a coleta dos seguintes tecidos: aorta, leito arteiral 

mesentérico (LAM), hipocampo, músculo soleus e gastrocnêmio. A aorta foi 

seccionada em duas partes, uma destinada a reatividade vascular à substâncas 

vasoativas e a outra para a morfologia, as demais amostras foram utilizadas para as 

análises de Western blotting, atividade enzimática, dosagem de nitrito e ensaio pró-

oxidante. Uma parte das amostras de LAM foram destinadas a reatividade vascular à 

substâncas vasoativas e outra parte para as análises de Western blotting. As 

amostras de hipocampo e músculo soleus foram utilizadas para as análises de 

Western blotting, atividade enzimática, dosagem de nitrito e ensaio pró-oxidante. As 
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amostras do músculo gastrocnêmio foram destinadas ao estudo de microscopia 

eletrônica. 

 
 

2.8  Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) 

 

 

 Após o período experimental, os ratos foram eutanasiados e em seguida 

submetidos a laparotomia. O LAM foi estendido para o exterior da cavidade abdominal 

e envolto em gaze umedecida com solução nutriente de Krebs modificada (g/L), NaCl 

1 M, KCl 0,5 M, CaCl2.2H2O 0,5 M, MgSO4 0,1 M, KH2PO4 0,1 M, NaHCO3 1,86 g, 

C6H12O6 1,42 g (Resende; Ballejo; Salgado, 1998). Os ramos pancreático-duodenal, 

íleocólico e cólico direito da artéria mesentérica superior foram ligados e seccionados. 

O intestino delgado foi ligado e seccionado à altura do jejuno proximal e do íleo distal. 

A artéria mesentérica superior foi isolada na sua origem, à altura da artéria aorta 

abdominal e canulada com um tubo de polietileno (PE 50; Clay-Adams), de 

aproximadamente 4 cm de comprimento, preenchida com solução de Krebs 

heparinizada. Em seguida, o intestino delgado foi separado do leito vascular, 

cortando-se rente à borda intestinal, e a preparação lavada com solução de Krebs 

modificada. 
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Figura 6 - Isolamento do Leito arterial mesentérico 

 

 

Legenda. Esquema de isolamento do leito arterial mesentérico (1). Artéria mesentérica sendo canulada 
(2). Isolamento do leito arterial mesentérico (3). Leito arterial mesentérico canulado e isolado 
(4). Leito arterial mesentérico no sistema de perfusão e medida da reatividade vascular.  

Fonte: O autor, 2021. 

 
 

2.9 Medida da reatividade do LAM às substâncias vasoativas 

 

 

Após o isolamento, a preparação vascular foi colocada em uma cuba (volume 

de 10mL) e constantemente perfundida por meio da cânula inserida na artéria 

mesentérica superior que foi conectada a uma bomba peristáltica (Model MINIPULS 3, 

Gilson®). A solução de Krebs, mantida à 37°C e aerada com mistura carbogênica 

(95% O2 e 5% CO2) foi infundida à velocidade constante de 4 mL/min e a pressão de 

perfusão registrada continuamente em um computador através do programa 

(PowerLab 4/30). Os experimentos foram precedidos de um período de trinta minutos 

de estabilização da preparação, durante o qual a pressão de perfusão basal foi 
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mantida entre 20 e 40 mm Hg (Resende; Ballejo; Salgado, 1998) e então foram 

administradas injeções de 120 μmol de cloreto de potássio (KCl) de dez em dez 

minutos até obter uma resposta consistente. Em seguida, iniciou-se a pré-contração 

do LAM, no qual a norepinefrina (NE) foi adicionada à solução de perfusão, em 

concentração suficiente (30 μM) para que a pressão de perfusão se mantivesse 

estável em torno de 80-100 mmHg.  

 

Figura 7 - Foto do esquema de perfusão do leito arterial mesentérico 

 

 

Legenda: Aparelho no qual é realizado o estudo da reatividade vascular em leito arterial mesentérico 
dos ratos.  

Fonte: O autor, 2021.   
 

Logo após a obtenção de uma resposta pressora induzida pela NE, testamos a 

viabilidade do endotélio vascular, com a injeção de acetilcolina (ACh 0,01-300 pmol), a 

qual produz um efeito vasodilatador que é dependente da liberação de NO pelas 

células endoteliais. Em seguida, com o objetivo de avaliar a reatividade vascular a um 

agente vasoconstritor, a preparação vascular foi perfundida com solução de Krebs 

pura, ou seja sem NE, para que a pressão de perfusão voltasse aos níveis basais. 

Após um período de 10 minutos de estabilização foram realizadas curvas dose-

resposta à NE (0,01-3000 nmol). A resposta aos agentes vasodilatadores foi expressa 

em termos de % de queda da resposta pressora induzida pela NE e a resposta 

pressora da NE foi expressa pelo % de contração subtraído da pressão basal. As 
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injeções “in bolus” das substâncias utilizadas nos experimentos foram realizadas por 

meio de um injetor acoplado ao sistema de perfusão, por meio de microsseringas 

Hamilton de 10 e 100μl. O intervalo entre as injeções foi de aproximadamente cinco 

minutos, permitindo sempre o retorno e estabilização da pressão de perfusão aos 

níveis anteriores e as injeções foram administradas em volumes que variam de 5 a 50 

μL. 

 

2.10 Isolamento do anel de aorta 

 

Para o estudo da reatividade vascular em vaso de condutância, os anéis de 

aorta foram isolados e preparados de acordo com  (Furchgott e Zawadzki, 1980) e 

adaptado por Zanichelli et al., 2004. O tórax foi aberto por meio de uma incisão 

mediana, a porção torácica da aorta foi removida e dividida em dois anéis de 

aproximadamente 4 mm de comprimento cada. Cada anel foi posicionado entre 2 

ganchos de aço inoxidável em forma de triângulo, conectados a um transdutor de 

força isométrica (Panlab S.l. TRI202P). Estes ganchos contendo o anel de aorta foram 

colocados individualmente em uma cuba contendo 40 mL de solução fisiológica de 

Krebs modificada (g/L), NaCl 1 M, KCl 0,5 M, CaCl2.2H2O 0,5 M, MgSO4 0,1 M, 

KH2PO4 0,1 M, NaHCO3 1,86 g, C6H12O6 1,42 g (Resende et al. 1997) e 

constantemente borbulhada com O2 (95%) e CO2 (5%). A temperatura do banho foi 

mantida em 37° °C. 
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Figura 8 - Esquema de isolamento e medida de tensão da aorta 

 

 
Esquema de isolamento da artéria aorta. Artéria aorta sendo isolada (1). Corte e medida do anel de 

aortal (2). Montagem da aorta nos ganchos de aço inoxidável (3). Montagem da aorta no 
sistema de tensão (4). Aorta no sistema de tensão com cuba aquecida a 37°C e banhada 
em solução salina de Krebs (5) . Aparelho no qual é realizada a reatividade na artéria aorta 
(6). 

Fonte: O autor, 2021. 

 

 

2.11 Medida da reatividade do anel de aorta às substâncias vasoativas 

 

Após a instalação do anel de aorta na cuba, os mesmos foram submetidos a 

uma tensão basal de 2g. Os anéis permaneceram por um período de 60 minutos para 

estabilização, durante os quais a solução de Krebs foi substituída a cada 20 minutos. 

Para registro das tensões desenvolvidas, utilizamos um transdutor isométrico de 

tensão (Panlab S.l. TRI202P), conectado a um sistema amplificador (ADInstruments, 

Quad bridge amp ML224). Os gráficos de tensão foram registrados através do 

programa de computador (PowerLab 4/30). Em seguida, foram obtidas curvas 
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concentração-efeito cumulativas à NE (10-10 mol/L– 10-4 mol/L) e ACh (10-10 mol/L– 10-

4 mol/L); esta última com o anel pré-contraído com fenilenfrina (Phe), na concentração 

de 3x10-7 mol/L. 

 

2.12 Morfologia da aorta 

 

Metade da artéria aorta torácica foi isolada e fixada em paraformoldeído 4%, pH 

7.4 e incluída em blocos de paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA). 

Cortes de 3μm foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para análise da 

espessura da camada média do vaso. As imagens digitais foram capturadas (formato 

JPEG, colorida 36-bit, 1360-1024 pixels, objetiva de 20x para camada íntima-média) 

com uma câmera LC Evolution e um microscópio de luz Olympus BX51 e as análises 

foram realizadas com o programa Image-Pro Plus versão 5.0 (Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD, EUA). 

 

2.13 Análise da expressão de proteínas por Western Blotting 

 

O tecido muscular esquelético do músculo soleus, o hipocampo, a artéria aorta 

e o leito arterial mesentérico foram homogeneizados em tampão de lise (Tris-HCl 50 

mM, NaF 50 mM, NaCl 150 mM , EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH 7.4) com 

1 μl de coquetel de inibidores de proteases (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail 

Tablet, EDTA free, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), dez vezes o 

volume do seu peso, centrifulgados (13000 rpm, 4°C por 25 min) e sonicado por 5 

segundos. A concentração proteica foi determinada usando ensaio colorimétrico do kit 

BCA Protein Assay (Thermo Scientific Inc., Barrington, IL, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram 

desnaturadas em tampão de amostras (Tris-HCl 50 mM, pH: 6,8, 1% SDS, 5% 2-

mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,001% azul de bromofenol) e aquecidas a 95°C por 5 

min. As amostras foram analisadas em condição desnaturante por eletroforese em gel 

de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). Foram aplicados 20 
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μg de proteína dos homogenatos em poços no gel de 10% de poliacrilamida para 

eletro-separação de acordo com o tamanho e carga da proteína. Em seguida, as 

proteínas foram transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose 

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA). Para inibir ligações 

inespecíficas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1½ h) em (Tween 20 + 

tris-buffered saline) T-TBS acrescido de albumina a 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA) por 90 min. Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e 

incubadas com o anticorpos policlonaais primários específicos para cada proteína 

(overnight, a 5ºC):  anti-AKT (1:1000); anti-pAKT (1:1000); anti- anti-PI3K (1:500); anti-

eNOS ; anti-p-eNOS (s1177) em homogenato da artéria aorta e do leito arterial 

mesentérico onde o controle de normalização foi realizado através do anticorpo anti-β 

actina (1:1000); anti-PGC-1α (1:500); anti-AMPK (1:500); anti-pAMPK (1:500) e Anti-

SIRT-1 (1:1000) em homogenato de tecido muscular esquelético que, por sua vez, o 

controle de normalização foi realizado através do anticorpo anti-β tubulina (1:1000); 

anti-CREB (1:1000) e anti-BDNF (1:1000) em homogenato do hipocampo, no qual o 

controle de normalização foi realizado com o anticorpo anti-GAPDH (1:500). Após este 

período de incubação, utilizamos um anticorpo secundário específico para cada 

anticorpo primário: anti-rabbit (1:1000) e (1:5000), anti-mouse (1:1000) e anti-goat 

(1:1000) (anticorpos da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA). Antes da revelação, todas 

as membranas foram lavadas três vezes com T-TBS por dez minutos a cada lavagem. 

A revelação foi realizada com o auxílio do reagente de detecção quimioluminescente 

altamente sensível (Amersham ECL Prime Western Blotting, GE Healthcare, UK). As 

imagens foram captadas usando o ChemiDoc XRS+ (BIORAD Inc; CA). As bandas 

foram analisadas quantitativamente por densitometria no software Adobe Photoshop 

CS6 (Adobe System Inc; CA).  

 

2.14 Ensaios pró-oxidantes 

 

2.14.1 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

 

 

Este método é utilizado para a avaliação do estado de oxidação dos ácidos 

graxos em sistemas biológicos. O dano em lipídeos de membrana é determinado pela 

formação de subprodutos da peroxidação lipídica (malondialdeído-MDA), que são 
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substâncias reativas ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBA) formadas durante a 

peroxidação em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage com o TBA 

gerando um produto colorido róseo lido em espectrofotômetro (532 nm). Esta 

padronização foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper e Hadley (1990) e 

adaptada para medida em plasma e homogenato de músculo soleus. Foram utilizados 

200 µL de homogenato do tecido muscular esquelético, do hipocampo e da artéria 

aorta para 400 µL de ácido tricloroacético (TCA). As amostras foram centrifugadas por 

dez min em 1000 rpm à 4ºC. Separou-se 500 µL do sobrenadante em um tubo de 

ensaio com tampa e adicionou 500 µL de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em 

um banho seco (100ºC) por trinta minutos. Deixou-se esfriar por cinco minutos e 

posteriormente foi realizada a leitura em espectrofotômetro (532 nm; Ultrospec 2100 

Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). 

 

 

2.15 Atividade das enzimas antioxidantes 

 

 

A medida da atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) foi realizada em amostras de 

homogenato do tecido muscular esquelético, do hipocampo e da artéria aorta 

preparados com tampão fosfato (NaCl 5,84 g, NaH2PO4 13,8 g, Na2HPO4 26,8 g, 

KCl 7,45 g, EDTA 2,28 g) em pH:7,4. 

 

2.15.1 Medida da superóxido dismutase 

 

A enzima SOD catalisa a dismutação do ânion superóxido em peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e oxigênio. A determinação da atividade da enzima baseou-se na 

medida da concentração de adenocromo, resultante da oxidação da noradrenalina 

pelo ânion superóxido. Este ensaio foi realizado utilizando a técnica descrita por 

Bannister; Calabrese, 1987 para a medida no plasma e homogenato de músculo 

esquelético. Foram utilizados 20, 40 e 60 μL de cada amostra de homogenato de 

tecido muscular esquelético em cubetas separadas, 5, 10 e 30 μL de cada amostra de 
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homogenato de hipocampo e 5, 15 e 25 μL de cada amostra de homogenato da 

artéria aorta. As amostras foram incubadas com 970 μL tampão glicina (3,75mg/mL de 

água destilada) e noradrenalina (19 mg/mL de água destilada). Também foram 

adicionados 20 μL da enzima catalase (1,2 mg/ml de água destilada) ao meio, para 

retirar o H2O2 formado pela reação catalisada pela SOD. A concentração de 

adenocromo foi medida espectrofotometricamente (480 nm; Ultrospec 2100 Pro, 

Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) em um intervalo de cento e oitenta 

segundos. 

 

 

2.15.2 Medida da catalase 

 

 

A catalase é uma hemeproteína que catalisa a degradação do H2O2, formando 

oxigênio molecular e água. A atividade da enzima foi avaliada através do consumo de 

H2O2 pela reação. Foram utilizados 20, 30 e 40 μL de amostra de homogenato da 

artéria aorta, hipocampo e tecido muscular esquelético, respectivamente, em cubetas 

separadas (quartzo). As amostras foram incubadas com 2 mL de tampão fosfato e 

H2O2 (0.16%). A concentração de H2O2 foi avaliada durante sessenta segundos por 

espectrofotometria (240 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, UK) em um intervalo de sessenta segundos (AEBI, 1984). 

 

 

2.15.3 Medida da glutationa peroxidase 

 

 

A GPx é uma enzima selênio-dependente que catalisa a redução do H2O2 e 

hidroperóxidos orgânicos (ROOH) para H2O e álcool, usando a GSH como doador de 

elétrons. Ela está localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. A 

determinação da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa de decaimento da 

NADPH, determinada por espectrofotometria, no comprimento de onda de 340 nm. 

Foram utilizados 8 μL de homogenato da artéria aorta, 100μL de homogenato de 

hipocampo e 100μL de tecido muscular esquelético em cubetas separadas. As 

amostras foram incubadas com 1800 μL de tampão fosfato, glutationa reduzida (2 
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mM), GR (0.11 mg/mL) e azida sódica (0,065 mg/mL) durante dez minutos. Após o 

tempo de incubação, NADPH (10 mM) foi adicionado ao meio e foram realizadas as 

leituras em um intervalo de cento e oitenta segundos. Posteriormente, H2O2 (3%) foi 

adicionado e uma nova leitura foi realiza por duzentos e quarenta segundos. O 

decaimento da NADPH foi determinado por espectrofotometria (340 nm; Ultrospec 

2100 Pro, Amersham Biosciences, Buckinghamshire,UK). Esta padronização foi 

realizada utilizando a técnica descrita por (Flohé e Gunzler, 1984) e adaptada para o 

os tecidos estudados. 

 

 

2.16 Dosagem de nitrito na aorta, hipocampo e tecido muscular esquelétco. 

 

 

O ON possui um tempo de vida curto, por isso, a medida da produção do 

mesmo é mensurada pela formação do nitrito (NO2), um produto de degradação 

estável e não volátil. A dosagem de nitrito pode ser realizada pelo método de Griess, 

no qual o princípio de reação é baseado na formação de um azo composto. O nitrito 

primeiramente reage com a sulfanilamida em meio ácido para formar um composto 

intermediário, o sal de diazônio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-

etilenodiamina formando um composto azo estável de coloração púrpura. 100ul de 

plasma e 50ul de homogenato de aorta foram adicionados em cada poço de uma 

placa de ELISA. Posteriormente, foram adicionados 20 ul, 25 ul e 40 ul para 

homogenato de hipocampo, aorta e tecido muscular esquelético respectivamente, da 

solução 1 (sulfanilamida 1% em solução de ácido fosfórico a 2,5% = 200 mg 

sulfanilamida + 600 μl de ácido fosfórico + 19,4 ml de H2O deslitada). Após 10 

minutos, foram adicionados 50ul para o plasma e 25 ul para aorta, da solução 2 (N-

naftil- etilenodiamina 0,1% em solução de ácido fosfórico a 2,5% = 20 mg de N-naftil- 

etilenodiamina + 600 μl de ácido fosfórico + 19,4 ml de H2O) e analisado em 

comprimento de onda de 540 nm (Green et al., 1982). 

2.17 Estudo de Microscopia Eletrônica 

 

 

Fragmentos do músculo gastrocnêmio foram fixados em glutaraldeído 2,5% em 

cacodilato 0,1 M, pH 7,4, e pós-fixados em tetróxido de ósmio 1%. As amostras foram 
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desidratadas através de uma série graduada de acetona e embebidas em resina Epon 

812. Cortes ultrafinos (70 nm) foram feitos com ultramicrótomo Leica Ultracut UCT, 

coletados em grades de cobre, corados com acetato de uranila a 5% e citrato de 

chumbo. Os cortes foram examinados com microscópio eletrônico JEM1200EX 

(JEOL, São Paulo, São Paulo, Brasil) a 80 kV. 

 

 

2.18 Análise estatística 

 

 

 Os resultados foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM). Foi 

utilizado para as análises estatísticas e obtenção dos gráficos o programa GraphPad 

Prism 6 (GraphPad softwares, Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram analisados 

utilizando-se One--way analysis of variance e Two--way analysis of variance 

(ANOVA), para comparar as diferenças entre os diversos grupos experimentais, com 

posterior uso do pós-teste Tukey, e Teste-T para comparar as diferenças entre o 

mesmo grupo (pareado) e dois grupos distintos (não pareado). Sendo considerados 

significativos quando p<0,05.  
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício sobre o peso 

corporal 

 

 

Os animais do grupo Jovem apresentaram um menor (p<0,05) peso corporal 

quando comparamos aos demais grupos de animais idosos em todo o período de 

estudo (Figura 9). Não houve diferença entre os grupos de idosos. 

 

Figura 9 - Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre o peso 

corporal 
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Legenda: Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre o peso corporal. 
Nota: Os valores são expressos como médias ± erro padrão da média, n=15 ratos wistar machos por 

grupo. $ (p<0,05) em relação ao grupo Jovem conforme determinado pelo teste Two-way ANOVA 
e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.2  Efeito do tratamento com ASE sobre a atividade física no teste 

progressivo máximo 

 

 No primeiro teste progressivo máximo, realizado antes do início do tratamento 

com ASE e do treinamento físico crônico, nenhuma diferença estatística foi observada 

entre os grupos Idoso + Treino e Idoso + Treino + ASE para a distância percorrida 

(Figura 10A) e o tempo de exercício (Figura 10B). Após quatro semanas de 

tratamento com ASE e de atividade física regular, no final do experimento, foi 

realizado o segundo teste progressivo máximo. Neste teste foi constatado, que os 

animais do grupo Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE percorreram uma distância maior 

e se exercitaram por mais tempo (p<0,05) na esteira rolante, quando comparados aos 

seus respectivos testes de esforço inicial. Também observamos um aumento na 

distância percorrida e do tempo de exercício do teste progressivo máximo final no 

grupo Idoso+Treino+ASE quando comparado ao teste progressivo máximo final do 

grupo Idoso+Treino (Figura 10A e 10B), demonstrando uma interação positiva entre o 

tratamento com ASE e o exercício.  
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Figura 10 – Comparação do efeito do tratamento com ASE sobre a distância 

percorrida e o tempo de exercício 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Distância percorrida (A) e tempo de exercício (B) durante o teste de esforço antes do 

tratamento com ASE e do treinamento físico crônico (inicial) e após o final do mesmo (final). 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=16 ratos wistar  machos por 

grupo. *(p<0,05) em relação ao Teste de esforço inicial, + (p<0,05) em relação ao grupo 
Idoso+Treino. Teste-t. pareado, inicial e final do mesmo grupo, e Teste-t não pareado 
comparação entre grupos. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.3  Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre os níveis de 

lactato 

 

Os níveis de lactato presentes no sangue foram mensurados imediatamente 

após o primeiro e o último teste de esforço dos grupos submetidos ao treinamento 

físico aeróbico (Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE). Não houve diferença significativa 

entre os grupos, assim como entre a primeira (inicial) e a última mensuração (final) 

(Figura 11).  

 

 

Figura 11 - Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre os níveis de 

lactato 
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Legenda: Medida de lactato antes do tratamento com ASE e do treinamento físico crônico (inicial) e 
após o final do mesmo (final) 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=16 ratos wistar  machos por 
grupo.  Teste-t. pareado, inicial e final do mesmo grupo, e Teste-t não pareado comparação entre 
grupos. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.4  Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre os níveis de 

glicemia 

 

 

 Os níveis de glicose foram mensurados uma vez antes e outra após as quatro 

semanas de treinamento crônico e o tratamento com ASE. Não houve diferença dos 

níveis glicêmicos entre os animais dos diferentes grupos estudados, tanto na medida 

inicial como na medida final (Figura 12). 

 

 

 

Figura 12 - Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre os níveis 

glicêmicos 
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Legenda: Medida de glicemia antes (inicial) e após o tratamento com ASE e o treinamento físico crônico 
(final) 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=15 ratos Wistar machos por 
grupo. One-way ANOVA e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.5 Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico na pressão 

arterial 

 

Ao longo de todo o período experimental, os valores da PAS (Figura 13A) e 

PAD (Figura 13B) do grupo Idoso foram maiores (p<0,05), do que os observados no 

grupo Jovem, caracterizando uma hipertensão nos animais idosos. No início da 

primeira semana de tratamento experimental, os valores da PAS (Figura 13A) e PAD 

(Figura 13B) dos animais Jovens foram menores do que os valores de todos os 

grupos de animais Idosos (p<0,05). Os grupos Idoso+ASE e Idoso+Treino+ASE 

apresentaram valores da PAS e PAD menores (p<0,05) que o grupo Idoso na 

segunda, terceira e quarta semanas de experimento (Figura 13A e 13B). O grupo 

Idoso+Treino apresentou valores da PAS menores (p<0,05) que os do grupo Idoso, 

apenas na quarta semana do período experimental. Não houve diferença entre os 

grupos Idoso+ASE, Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE. 
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Figura 13 - Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a 

pressão arterial 

 

 

 

 

Legenda: Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a pressão arterial. 
Nota: Os valores são expressos como médias ± erro padrão da média. * (p<0,05) em relação ao grupo 

Idoso, + (p<0,05) em relação ao grupo Idoso+Treino, & (p<0,05) em relação ao grupo Idoso+ASE 
e # (p<0,05) em relação ao grupo Idoso+Treino+ASE conforme determinado pelo teste Two-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.6  Efeito da Idade sobre a resposta vasodilatadora da acetilcolina em anel de 

aorta de rato 

 

 

 A acetilcolina (ACh) produziu uma curva concentração-efeito onde a resposta 

vasodilatadora foi maior (p<0,05) em anel de aorta isolado de animais do grupo Jovem 

comparado ao grupo Idoso nas concentrações de 10-6 mol/L até 10-4 mol/L (figura 14). 

A resposta vasodilatadora máxima (Emax) induzida pela ACh foi significativamente 

maior (p<0,05) nos animais do grupo Jovem comparado aos Idosos (Tabela 1), o que 

demonstra uma perda da função endotelial no grupo idoso. Não houve diferença entre 

a potência (EC50) de ambas as curvas (Tabela 1).  
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Figura 14 - Efeito da idade sobre a resposta vasodilatadora da acetilcolina em anel de 

aorta de rato 
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Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8  ratos wistar  machos por 

grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso, conforme determinado pelo Teste-T não pareado. 
Fonte: O autor, 2021. 
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3.7 Efeitos do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasodilatadora da acetilcolina em anel de aorta de ratos Idosos 

 

 

A ACh produziu uma curva concentração-efeito onde a resposta vasodilatadora 

foi maior (p<0,05) em anel de aorta de animais do grupo Idoso+ASE comparada a do 

grupo Idoso nas seguintes concentrações (3x10-5 mol/L e 10-4 mol/L) (Figura 15A). O 

treinamento físico crônico aumentou (p<0,05) a resposta vasodilatadora da ACh nos 

animais do grupo Idoso+Treino em relação ao grupo Idoso nas três últimas 

concentrações (Figura 15B). A associação do treinamento físico e a suplementação 

com o ASE produziu um aumento (p<0,05) da resposta vasodilatadora nas 

concentrações de 10-7 mol/L até 10-4 mol/L em relação ao grupo Idoso (Figura 15C), 

indicando uma interação positiva entre o tratamento com ASE e o exercício. Tanto o 

tratamento com ASE ou exercício isoladamente ou associados produziram um efeito 

máximo significativamente maior (p<0,05) quando comparado ao grupo Idoso (Tabela 

1). Não houve diferença estatística na resposta vasodilatadora da ACh, assim como 

de sua potência entre as curvas concentração-efeito dos três diferentes grupos: 

idoso+ASE, Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE, em relação ao grupo de animais 

Jovens (Figura 15D) (Tabela 1), indicando que tanto o tratamento com ASE ou 

exercício isoladamente ou associados promoveram nos grupos idosos uma resposta 

semelhante a do grupo de jovens, anulando a diferença de reatividade à Ach entre 

joves e idosos.    

 

Tabela 1 - Efeito máximo (Emax) e EC50 da curva concentração-efeito da acetilcolina 

em anel de aorta 

 

Grupo Emax (% relaxamento) EC50 (mol/L) 

Jovem 84,79 ±  5,615 * 1,2 x 10-7 ± 6 x 10-8 

Idoso 56,86 ±  3,695 1,5 x 10-7 ± 3,6 x 10-8 

Idoso+ASE 72,55 ± 4,537 * 1,2 x 10-7 ± 2.3 x 10-8 

Idoso+Treino 84,40 ±  9,707 * 1,7 x 10-7 ± 3,7 x 10-8 

Idoso+Treino+ASE 79,22  ± 6,289 * 1,7 x 10-7 ± 2.2 x 10-8 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média. *p<0,05 em relação ao grupo 
Idoso em (A), (B) e (C), conforme determinado pelo Teste-T não pareado (A),(B),(C) e  One-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey (D). 

Fonte: O autor, 2021. 
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Figura 15 - Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasodilatadora da acetilcolina em anel de aorta de rato idoso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos wistar machos por 
grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso conforme determinado pelo Teste-T não pareado. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.8 Efeito da idade sobre a resposta vasoconstrictora da norepinefrina em 

anel de aorta de rato 

 
 
            A norepinefrina (NE) produziu uma curva concentração-efeito onde a resposta 

vasoconstrictora foi maior (p<0,05) em anel de aorta isolado de animais do grupo 

Idoso quando comparada ao grupo Jovem, nas concentrações de 10-6 mol/L, 3x10-6 

mol/L e 10-5 mol/L (Figura 16). Entretanto, não houve diferença entre os grupos quanto 

a potência e efeito máximo da NE (Tabela 2).  

 

 

Figura 16 - Efeito da idade sobre a resposta vasoconstritora da norepinefrina em anel 

de aorta de rato 
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Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos wistar machos por 

grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso conforme determinado pelo Teste-T não pareado. 
Fonte: O autor, 2021. 
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Tabela 2 - Efeito máximo (Emax) e EC50 da curva concentração-efeito da 

norepinefrina em anel de aorta 

 

Grupo Emax (tensão em gramas) EC50 (mol/L) 

Jovem 1,621 ± 0,3 1,8 x 10-7 ± 3,3 x 10-8 

Idoso 2,669 ± 0,34 1,8 x 10-7 ± 3,3 x 10-8 

Idoso+ASE 1,904 ±  0,24 1,5 x 10-7 ± 2,6 x 10-8 

Idoso+Treino 2,000 ± 0,1936 1,4 x 10-7 ± 3,3 x 10-8 

Idoso+Treino+ASE 2,016 ±  0,1835 1,9 x 10-7 ± 2,8 x 10-8 

 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média. 
Fonte: O autor, 2021. 

 

 

3.9  Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasoconstrictora da norepinefrina em anel de aorta de rato idoso 

 

 

             Observamos uma tendência de redução da hiperrreatividade à NE em animais 

dos três grupos experimentais Idoso+ASE, Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE em 

relação ao grupo idoso (Figuras 17A, B e C), entretanto não houve diferença 

significativa na resposta vasoconstritora induzida pelo vasoconstritor entre os grupos 

(Figura 17 e Tabela 2). Ao mesmo tempo, não observamos diferença, no efeito 

máximo e na potência dos três diferentes grupos: Idoso+ASE, Idoso+Treino e 

Idoso+Treino+ASE, quando comparados aos animais Jovens (Figura 17 D), 

demonstrando que tanto o tratamento com ASE ou exercício isoladamente ou 

associados promoveram nos grupos idosos uma resposta semelhante a do grupo de 

jovens.    
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Figura 17 - Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasoconstritora da norepinefrina em anel de aorta de rato idoso 

 

 

 

 
 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8  ratos wistar  machos por 

grupo. Teste-T não pareado (A),(B),(C) e  One-way ANOVA e pós-teste de Tukey (D). 
Fonte: O autor, 2021. 
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3.10  Efeito da idade sobre a resposta vasodilatadora da acetilcolina em LAM. 

 

 

 A ACh produziu uma resposta vasodilatadora dose-dependente que foi maior 

(p<0,05) em LAM isolado de animais do grupo Jovem em relação aos animais do 

grupo Idoso em todas as doses da curva com exceção das menores doses de 0,01 e 

1 pmol (figura 18). A resposta vasodilatadora máxima induzida pela ACh foi 

significativamente maior (p<0,05) no LAM dos animais do grupo Jovem comparada a 

do grupo Idoso (Tabela 3). Não houve diferença estatística entre o ED50 de ambas as 

curvas (Tabela 3).  

 

 

 

Figura 18 - Efeito idade sobre a resposta vasodilatadora da acetilcolina em leito 

arterial mesentérico 
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Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos wistar  machos por 
grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso, conforme determinado pelo Teste-T não pareado 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.11  Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasodilatadora da acetilcolina em LAM de animais idosos 

 

 

 A ACh produziu uma resposta vasodilatadora dose-dependente que foi maior 

(p<0,05) em LAM isolado de animais Idosos suplementados com ASE (Idoso+ASE), 

em relação aos animais Idosos, em pequenas doses (0,03 e 0,1 pmol) (Figura 19A). O 

grupo Idoso+Treino apresentou uma maior resposta vasodilatadora (p<0,05) apenas 

na dose de 0,1 pmol em relação aos animais Idosos (Figura 19B). A associação do 

treinamento físico com a suplementação com ASE (Idoso+Treino+ASE) produziu uma 

resposta vasodilatadora maior (p<0,05) em todos os pontos da curva (Figura 19C), 

assim como uma maior (p<0,05) potência comparada aos animais idosos não tratados 

(Tabela 3), indicando uma interação positiva entre o tratamento com ASE e o 

exercício. Quando realizamos a comparação entre os grupos Idoso+Treino+ASE; 

Idoso+ASE, Idoso+Treino e Jovem, observamos que a resposta vasodilatadora da 

ACh no LAM dos animais do grupo Jovem foi maior nas duas últimas doses (100 e 

300 pmol), quando comparada a do grupo Idoso+Treino (Figura 19D), não sendo 

diferente dos demais grupos. O efeito máximo, assim como a potência da ACh não 

diferiram entre os grupos estudados (Tabela 3).  

 

 

Tabela 3 - Efeito máximo (Emax) e ID50 da curva dose-resposta da acetilcolina em 

LAM 

 

Grupo Emax (% relaxamento) ID50 (pmol) 

Jovem 70,40 ± 3,163 * 7,90 ± 1,67 

Idoso 41,38 ± 4,184 11,59 ± 1,61 

Idoso+ASE 52,98 ± 6,382 7,60 ± 1,29 

Idoso+Treino 43,61 ± 5,962 7,95 ± 1,16 

Idoso+Treino+ASE 54,42 ± 3,17 5,77 ± 1,22 * 

 

 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média. *p<0,05 em relação ao grupo 

Idoso conforme determinado pelo Teste-t não pareado. 
Fonte: O autor, 2021. 
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Figura 19 - Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasodilatadora da acetilcolina em leito arterial mesentérico de ratos 

idosos 

 

 

 

 
 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos wistar  machos por 

grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso, +p<0,05 em relação ao grupo Idoso+Treino, conforme 
determinado pelo método one-way ANOVA e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.12  Efeito da idade sobre a resposta vasoconstritora da norepinefrina em LAM 

 

  
A NE produziu uma resposta vasoconstrictora dose-dependente que foi menor 

(p<0,05) em LAM isolado de animais do grupo Jovem quando comparado ao grupo 

Idoso nas doses de 300,1000 e 3000 nmol (figura 20). A potência da NE foi menor no 

grupo jovem (p<0,05) quando comparada ao grupo Idoso (Tabela 4). Não houve 

diferença estatística entre o efeito máximo de ambos os grupos (Tabela 4).  

 

 

Figura 20 - Efeito da idade sobre a resposta vasoconstritora da norepinefrina em leito 

arterial mesentérico 
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Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos wistar machos por 
grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso, conforme determinado pelo Teste-T não pareado 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.13 Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a resposta 

vasoconstritora da norepinefrina em LAM de animais idosos 

 

 

A NE produziu uma resposta vasoconstrictora dose-dependente menor (p<0,05) 

em LAM isolado de animais do grupo Idoso+ASE quando comparado ao grupo Idoso 

nas doses de 100, 1000 e 3000 nmol (Figura 21A). O grupo Idoso+Treino produziu 

uma menor resposta vasoconstritora (p<0,05) nas doses de 100, 1000 e 3000 nmol 

quando comparado ao grupo Idoso (Figura 21B). A associação do treinamento físico 

com a suplementação com ASE (Idoso+Treino+ASE) produziu uma resposta 

vasoconstritora menor (p<0,05) em relação ao grupo Idoso nas doses de 100, 1000 e 

3000 nmol (Figura 21C). Não observamos diferença estratística entre entre os grupos 

Idoso+ASE, Idoso+Treino, Idoso+Treino+ASE e Jovem (Figura 21D), demonstrando 

que tanto a suplementação com ASE ou exercício isoladamente ou associados 

promoveram nos grupos idosos uma resposta semelhante a do grupo de jovens.  

Todos os grupos apresentaram uma potência menor (p<0,05) em relação ao grupo 

Idoso, contudo apenas o grupo Idoso+Treino+ASE apresentou um menor (p<0,05) 

efeito máximo em relação ao grupo idoso (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4 - Efeito máximo (Emax) e ED50 da curva dose-resposta da norepinefrina em 

LAM 

 

Grupo Emax (% contração) ED50 (nmol) 

Jovem 93,3 ± 5,38 5,12 ± 0,70 * 

Idoso 123,2 ± 12,59 13,05 ± 2,23 

Idoso+ASE 91,1 ± 5,58 6,15 ± 0,40 * 

Idoso+Treino 91,2 ± 5,07 6,57 ± 0,56 * 

Idoso+Treino+ASE 86,2 ± 6,54 * 5,63 ± 0,28 * 

 

 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média. *p<0,05 em relação ao grupo 

Idoso conforme determinado pelo Teste-t não pareado. 
Fonte: O autor, 2021. 
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Figura 21 - Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre resposta 

vasoconstritora da norepinefrina em leito arterial mesentérico de animais 

idosos 

 

 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos wistar  machos por 
grupo. *p<0,05 em relação ao grupo Idoso, , conforme determinado pelo método one-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.14  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão da AKT, p-AKT, PI3K, eNOS e p-Enos em homogenato da 

artéria aorta 

 

 Não houve diferença significativa nos níveis dos marcadores de função 

vascular,  PI3K (Figura 22A), AKT, e p-AKT (Figura 22B), eNOS e p-eNOS (Figura 

22C), nos diferentes grupos estudados. 

 

Figura 22 – Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão da PI3K,  AKT, p-AKT, eNOS e p-eNOS em homogenato da 

artéria aorta 

 

 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=3 por grupo. One-way ANOVA 

e pós-teste de Tukey. 
Fonte: O autor, 2021. 
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3.15. Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão da AKT, p-AKT, PI3K, eNOS e p-Enos em homogenato de LAM 

 

 Não houve diferença significativa nos níveis da PI3K (Figura 23A), AKT, e p-

AKT (Figura 23B),  eNOS e p-eNOS (Figura 23C) nos diferentes grupos estudados. 

 

Figura 23  – Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão da PI3K, AKT, p-AKT, eNOS e p-eNOS em homogenato de 

LAM 

 

 
 

 
Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=3 por grupo. One-way ANOVA 

e pós-teste de Tukey. 
Fonte: O autor, 2021. 
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3.16 Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico na 

espessura da camada média da aorta 

 

 A espessura da camada média da aorta dos animais Jovens foi 

significativamente menor (p<0,05) do que a dos demais grupos de animais Idosos 

(Figura 24A e B). Não houve diferença significativa entre os animais tratados com 

ASE, que realizaram o treinamento físico ou a associação de ambos comparados aos 

animais do grupo Idoso (Figura 24A e B).  
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Figura 24 – Efeito do tratamento com ASE e do treinamento físico crônico na 

espessura da camada média da aorta 

 

 
Legenda:  Efeito do tratamento com ASE e do treinamento físico na espessura da camada média (B) e 

as imagens representativas dos grupos (A): Jovem, Idoso, Idoso+ASE, Idoso+Treino, 
Idoso+Treino+ASE. 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=5 ratos Wistar  machos por 
grupo. $ (p<0,05) em relação ao grupo Jovem conforme determinado pelo método one-way 
ANOVA e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.17 Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a 

atividade enzimática antioxidante, o dano oxidativo e o nível de nitrito em 

homogenato da artéria aorta 

 

 A atividade da enzima SOD foi menor (p<0,05) em amostras do grupo Idoso 

comparado ao grupo Jovem, enquanto os grupo Idoso+ASE, Idoso+Treino e 

Idoso+Treino+ASE apresentaram um aumento significativo (p<0,05) da atividade da 

enzima comparado ao grupo Idoso (Figura 25A). Não foi observada diferença 

significativa na atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase (GPx) em 

amostras da artéria aorta, nos diferentes grupos estudados (Figura 25B e 25C).  

  O dano oxidativo foi medido pelo ensaio pró-oxidante de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). O grupo Idoso apresentou um aumento significativo 

da formação de subprodutos (malondialdeído-MDA) da peroxidação lipídica, em 

amostras de homogenato da artéria aorta comparado ao grupo Jovem. Os 

tratamentos com ASE, treinamento físico crônico e a associação de ambos reduziram 

significativamente os níveis de malondialdeído-MDA em relação ao grupo Idoso 

(Figura 25D). 

As amostras do grupo Idoso também apresentaram uma redução significativa 

(p<0,05) dos níveis de nitrito em relação ao grupo Jovem (Figura 25E), sendo que o 

grupo Idoso+Treino demonstrou um aumento  (p<0,05) dos níveis de nitrito em 

relação ao grupo Idoso (Figura 25E). Não houve diferença dos grupos Idoso+ASE e 

Idoso+Treino+ASE em relação aos grupos Idoso e Jovem. 
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Figura 25 – Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a 

atividade enzimática, o dano oxidativo e o nível de nitrito em homogenato 

da artéria aorta 

 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=6 ratos Wistar machos por 
grupo. $ (p<0,05) em relação ao grupo Jovem; * (p<0,05) em relação ao grupo Idoso, conforme 
determinado pelo método one-way ANOVA e pós-teste de Tukey.* * (p<0,05) em relação ao 
grupo Idoso, conforme determinado pelo Teste-T não pareado. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3. 18  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão da AMPK, p-AMPK, SIRT-1, e PGC-1α em homogenato de tecido 

muscular esquelético 

 

 

Avaliamos a expressão de marcadores da biogênese mitocondrial (AMPK, 

SIRT-1 e PGC-1α). Não houve diferença na expressão entre grupos Idoso e Jovem 

para os diferentes marcadores (figura 26). Os níveis das proteínas AMPK e p-AMPK 

não foram alterados entre os diferentes grupos estudados (Figura 26A). O treinamento 

físico associado ao tratamento com ASE aumentou a expressão (p<0,05) da proteína 

SIRT-1 em relação aos grupos Idoso e Idoso+Treino (Figura 26B) e da PGC1α 

(p<0,05) em relação a todos os outros  grupos experimentais (Figura 26C), indicando 

que a associação do tratamento com ASE e o exercício ativaram a via SIRT1-PGC-1 

α. 
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Figura 26 – Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a 

expressão da AMPK, p-AMPK, SIRT-1 e PGC-1α em homogenato de 

tecido muscular esquelético 

 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=3 por grupo. + (p<0,05) em 
relação ao grupo Idoso+Treino, conforme determinado pelo método one-way ANOVA e pós-teste 

de Tukey. $$ (p<0,05) em relação ao grupo Jovem, ** (p<0,05) em relação ao grupo Idoso, && 

(p<0,05) em relação ao grupo Idoso+ASE, conforme determinado pelo Teste-T não pareado. 
Fonte: O autor, 2021. 
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3.19  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre as 

mitocôndrias, as partículas de glicogênio e as miofibrilas do músculo 

esquelético 

 

A ultraestrutura demonstrou que a musculatura esquelética do animal jovem 

aparentemente apresenta miofbrilas preservadas e mitocôndrias com padrões 

regulares com grande número de cristas mitocondriais, com poucos grânulos de 

glicogênio (Figura 27A e B). Contudo, o animal idoso apresentou grande acúmulo de 

grânulos de glicogênio, com miofibrilas menos regulares e mitocôndrias com menor 

número de cristas mitocondriais de aspecto menos regular (Figura 27A e B). Por sua 

vez, o animal idoso suplementado com ASE também apresentou acúmulo de 

glicogênio, mitocôndrias com aspecto mais regular e mais cristas mitocondriais do que 

o animal idoso, bem como miofibrilas regulares (Figura 27A e B). O animal 

pertencente ao grupo Idoso+Treino apresentou miofibrilas bem preservadas, pouco 

acúmulo de glicogênio e mitocôndrias regulares, bem preservadas, de menor tamanho 

(Figura 27A e B). Por fim, o animal Idoso que realizou atividade física crônica e 

suplementado com ASE apresentou alto número de mitocôndrias regulares de maior 

tamanho e com mais cristas mitocondriais em relação ao animal Idoso+Treino, com 

miofibrilas bem preservadas e baixo nível de glicogênio (Figura 27A e B).  
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Figura 27- Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre as 

mitocôndrias, as partículas de glicogênio e as miofibrilas do músculo 

esquelético 
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Legenda: Análise da ultraestrutura do músculo esquelético, n=2 por grupo. (A) Miofibrilas (barra 
branca), glicogênio (seta branca) e mitocôndrias (seta preta). Aumento 15.000x Barra de 
calibração 1µm. (B) Glicogênio (seta branca) e cristas mitocôndriais (seta preta). Aumento 
75.000x. Barra de calibração 200nm. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.20  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a 

atividade enzimática antioxidante, a expressão de Nrf-2, o dano oxidativo 

e o nível de nitrito em homogenato de tecido muscular esquelético 

 

 No tecido muscular esquelético, não foi observada diferença nas atividades das 

enzimas SOD, catalase e GPx de animais do grupo Idoso em relação ao grupo jovem 

(Figura 28A, B e C). Observamos um aumento significativo (p<0,05) na atividade da 

enzima SOD em amostras do grupo Idoso+Treino+ASE comparado aos grupos Idoso, 

Idoso+ASE e Idoso+Treino (Figura 28A). As atividades das enzimas catalase e 

glutationa peroxidase não foram diferentes dos demais grupos estudados (Figura 28B 

e 28C).  

A expressão do fator de transcrição Nrf-2 relacionado ao aumento de proteínas 

antioxidantes, não foi alterada entre os diferentes grupos estudados (Figura 28D). 

O dano oxidativo medido pela formação de subprodutos (malondialdeído-MDA) 

da peroxidação lipídica, não foi diferente em homogenato de tecido muscular 

esquelético entre os grupos estudados (Figura 28E). 

Um aumento dos níveis de nitrito foi observado em amostras do grupo 

Idoso+Treino+ASE comparado ao grupo Idoso (Figura 28F). 

Os achados da atividade da enzima SOD e dos níveis de nitrito indicam que a 

associação do tratamento com ASE e o exercício melhorou a defesa antioxidante e 

aumentou a biodisponibilidade de ON. 
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Figura 28 – Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a 

atividade enzimática, o nível de Nrf-2, o dano oxidativo e o nível de nitrito 

em homogenato de tecido muscular esquelético 

 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 ratos Wistar machos por 
grupo, exceto figura D, onde n=3. * (p<0,05) em relação ao grupo Idoso, + (p<0,05) em relação 
ao grupo Idoso+Treino e & (p<0,05) em relação ao grupo Idoso+, conforme determinado pelo 
método one-way ANOVA e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.21  Efeito do tratamento com ASE e do exercício físico sobre o teste de 

Esquiva Passiva 

 

 

Os tempos de descida da plataforma do equipamento de esquiva passiva no 

primeiro teste (T1), no qual o choque é aplicado após a descida da plataforma e do 

teste realizado após 3 horas do teste inicial (T2), não apresentaram diferença 

significativa entre os grupos (figura 29). No teste realizado 24 horas após o teste 

inicial (T3), o padrão de resultados indica uma deficiência no desempenho dos 

animais Idosos em relação aos animais Jovens. A associação do treinamento físico 

aeróbico e o tratamento com ASE nos animais do grupo Idoso+Treino+ASE aumentou 

significativamente o tempo de descida na plataforma em relação ao controle (Idoso) 

(figura 29). Os animais que realizaram o treinamento físico aeróbico crônico 

(Idoso+Treino) e o tratamento com ASE (Idoso+ASE) isoladamente não apresentaram 

diferença significativa do tempo de descida da plataforma em relação aos demais 

grupos (figura 28). Todos os grupos apresentaram um aumento no tempo de descida 

da plataforma tanto do teste 1 para o 2, como do teste 1 para o 3 (Figura 29).  

Foi realizada uma análise complementar, usando as diferenças de tempo entre 

pares de testes. Não observamos diferença significativa entre os grupos na análise 

para o par de testes na comparação de tempo de descida de plataforma no teste 2, 

subtraído pelo tempo de descida na plataforma no teste 1 (T2 - T1) (Figura 30A). 

Contudo, na comparação de tempo de descida de plataforma no teste 3 subtraído pelo 

tempo de descida na plataforma no teste 1 (T3 - T1) observamos que as diferenças 

foram menores para o grupo Idoso em relação aos grupos Jovem e 

Idoso+Treino+ASE (p<0,05) (Figura 30B).  
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Figura 29 - Teste de Esquiva Passiva – dados brutos 
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Legenda: Somente no teste T1 os animais foram submetidos a um choque de 0,4 mA com duração de 
3s ao descerem da plataforma. (T2) teste realizado 3 horas após o teste inicial. (T3) este 
realizado 24 h após o teste inicial. 

Nota: Os valores são expressos como médias ± erro padrão da média, n=12 para o grupo Jovem,  n= 
12 para o grupo idoso, n=10 para o Idoso+ASE, n=13 para o grupo Idoso+Treino e n=10 para o 
grupo idoso+Treino+ASE. $ p<0,05 em relação ao grupo Jovem conforme determinado pelo 
método one-way ANOVA e pós-teste de Tukey. ** p<0,05 em relação ao grupo Idoso conforme 
determinado pelo Teste-T não pareado. 

Fonte: O autor, 2021. 
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Figura 30 - Teste de Esquiva Passiva (dados de diferença de tempo entre testes) 

 

 

 

 
 
Legenda. A diferença de tempo entre testes foi significativa para o par de testes (T3-T1), indicando que 

as diferenças, nestas comparações, foram menores para o grupo Idoso em relação aos 
grupos Jovens e Idoso+Treino+ASE.  

Nota: Os valores são expressos como médias ± erro padrão da média, n=12 para o grupo Jovem,  n= 
12 para o grupo idoso, n=10 para o Idoso+ASE, n=13 para o grupo Idoso+Treino e n=10 para o 
grupo idoso+Treino+ASE. $ p<0,05 em relação ao grupo Jovem conforme determinado pelo 
método one-way ANOVA e pós-teste de Tukey. ** p<0,05 em relação ao grupo Idoso conforme 
determinado pelo Teste-T não pareado. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.22  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a 

atividade enzimática antioxidante, o dano oxidativo e o nível de nitrito em 

homogenato de hipocampo 

 

 A atividade da enzima SOD foi menor (p<0,05) em amostras de homogenato de 

hipocampo do grupo Idoso comparado ao grupo Jovem, enquanto, as amostras dos 

grupos Idoso+ASE, Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE apresentaram um aumento 

significativo (p<0,05) comparado ao grupo Idoso (Figura 31A). Não foi observada 

diferença significativa na atividade das enzimas catalase e glutationa peroxidase nos 

diferentes grupos estudados (Figura 31B e 31C).  

 As amostras do grupo Idoso apresentaram um aumento significativo da 

formação de subprodutos (malondialdeído-MDA) da peroxidação lipídica comparado 

ao grupo Jovem. Os tratamentos com ASE, treinamento físico crônico isolado e a 

associação de ambos reduziram significativamente (p<0,05) os níveis de MDA em 

relação ao grupo Idoso (Figura 31E). Entretanto, não encontramos diferença 

significativa nos níveis de nitrito entre os diferentes grupos estudados em amostras de 

homogenato de hipocampo (Figura 31D). 
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Figura 31 – Efeito da idade, do tratamento com ASE e do exercício físico sobre a 

atividade enzimática, o dano oxidativo e o nível de nitrito em homogenato 

de hipocampo 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=8 por grupo. $ (p<0,05) em 
relação ao grupo Jovem; * (p<0,05) em relação ao grupo Idoso, conforme determinado pelo 
método one-way ANOVA e pós-teste de Tukey. $$(p<0,05) em relação ao grupo Jovem 
**(p<0,05) em relação ao grupo Idoso, conforme determinado pelo Teste-T não pareado. 

Fonte: O autor, 2021. 
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3.23  Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão de CREB e BDNF em homogenato de hipocampo 

 

Não houve diferença significativa nos níveis de marcadores de memória e 

aprendizagem, BDNF (Figura 32A) e CREB (Figura 32B) nos diferentes grupos 

estudados. 

 

Figura 32 - Efeito da idade, do tratamento com ASE e do treinamento físico sobre a  

expressão de CREB e BDNF em homogenato de hipocampo 

 

 

 

Nota: Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média, n=3 por grupo. One-way ANOVA 
e pós-teste de Tukey. 

Fonte: O autor, 2021. 
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4 DISCUSSÃO 
 
 

Recentemente, em um estudo publicado pelo nosso grupo com ratos jovens 

saudáveis (3 meses), demonstramos que a associação do exercício aeróbico com o 

ASE promoveu ganhos no desempenho físico dos animais (De Andrade Soares et al., 

2020). Em outro estudo também observamos que o ASE possui propriedades 

ansiolíticas sobre o modelo animal de separação materna única (De Bem et al., 2020), 

evidenciando pela primeira vez, que o extrato poderia atuar diretamente sobre o 

sistema nervoso central. De modo semelhante, demonstramos a positiva interação do 

ASE com o exercício físico aeróbico em modelo animal de diabetes mellitus tipo 2 (De 

Bem et al., 2018). A literatura nos mostra que uma nutrição adequada combinada com 

a prática regular de atividade física são amplamente recomendadas para auxiliar em 

um envelhecimento saudável (Klimóva et al. 2018). Com base nessas observações e 

nas propriedades do ASE já descritas, testamos a hipótese de que o extrato e a 

atividade física possam exercer um papel benéfico e protetor sobre o processo de 

envelhecimento vascular, cognitivo e uma possível melhora do desempenho físico em 

animais idosos. 

No  presente estudo, observamos que o peso corporal dos grupos idosos foi 

significativamente maior quando comparados ao grupo Jovem no início do tratamento. 

Contudo, ao final das 4 semanas de período experimental, não observamos diferença 

entre os demais grupos.  Nesse aspecto, a idade teve um papel fundamental. Animais 

jovens se encontravam dentro da fase de crescimento durante o período experimental 

possibilitando, assim, um maior ganho de peso final. Já os animais idosos não 

apresentaram ganho de peso, apenas a manutenção ou leve redução do seu peso 

corporal final. Tanto a atividade física, como o tratamento com o ASE ou a associação 

de ambos não apresentaram nenhuma influência sobre o peso corporal dos animais 

idosos. O Exercício físico aeróbico é considerado uma excelente estratégia para o 

controle e manutenção do peso corporal (Donnelly et al. 2009; Jakicic et al. 2008). 

Estudos da literatura demonstram que o treinamento físico contínuo de duas 

horas/dia, durante oito semanas, produziu uma redução significativa no ganho de 

peso em ratos saudáveis (Martinez et al. 2017). Embora o exercício físico aeróbico se 

configure como uma importante ferramenta na perda ou controle de peso e ganho de 

massa corporal, a intensidade e o tempo da atividade, juntamente com a dieta 

também exercem um papel fundamental. Outros dados da literatura demonstram que 
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a associação do exercício físico de intensidade moderada com suplementação de 

polifenóis não provocam impactos significativos sobre o peso corporal de animais, 

tanto com o chá verde (Murase et al. 2006), quercetina (Casuso et al. 2013) ou o 

consumo de polifenóis presentes na maçã (Nakazato et al. 2007), o que corrobora 

com nossos resultados. 

O envelhecimento promove o declínio do desempenho físico devido, em parte, 

ao processo de disfunção endotelial e estresse oxidativo que afeta diretamente a 

regulação do tônus vascular e a distribuição do fluxo sanguíneo para o músculo 

esquelético durante o exercício (Golbidi; Laher, 2013). A redução da função endotelial 

contribui para um menor fluxo sanguíneo muscular, o que implica no idoso em uma 

menor tolerância ao exercício físico (Trott, 2009). Durante o estresse induzido pelo 

exercício físico ocorre o aumento da demanda metabólica nos músculos esqueléticos, 

sendo que o fluxo sanguíneo deficiente poderia levar a fadiga muscular (Woessner et 

al., 2018). Diante deste cenário, estudos com polifenóis tem demonstrado que os 

mesmos podem promover ganhos ou evitar a perda de desempenho físico, e dentre 

eles estão, a quercetina, um flavonol encontrado em plantas (Nieman et al., 2010) e a 

catequina, um dos polifenóis também encontrados no ASE, que promove uma 

melhora no desempenho físico, por aumentar o volume máximo de oxigênio e a 

resistência ao exercício (Malaguti; Angeloni; Hrelia, 2013). O resveratrol, polifenol 

comumente encontrado na casca da uva, quando administrado de forma crônica e 

preventiva reduz os efeitos provocados pela disfunção endotelial, evitando a perda de 

desempenho físico em animais idosos (Dal-Ros et al., 2011).  

Em nosso estudo, observamos um aumento tanto na distância percorrida 

quanto no tempo de exercício em animais idosos submetidos ao treinamento físico 

crônico, nos grupos Idoso+treino e Idoso+Treino+ASE quando comparados ao seus 

respectivos testes progressivos máximos iniciais. Além disso, ao compararmos os 

testes de esforço máximo final dos grupos Idoso+Treino e Idoso+Treino+ASE 

evidenciamos que os animais tratados com o ASE obtiveram um desempenho 

significativamente maior tanto na distância percorrida, como no tempo de exercício em 

relação aos animais não suplementados, sugerindo uma interação positiva entre o 

tratamento com ASE e o treino. Com base nessas evidências e nas mais diversas 

utilizações de polifenóis não só como potencializadores do desempenho físico, mas 

também como redutor da intolerância ao exercício na terceira idade, o uso do extrato 
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torna-se uma ferramenta atraente, entretanto os mecanismos envolvidos ainda não 

estão completamente elucidados.  

Um dos mecanismos pelos quais a suplementação crônica com ASE promove 

um ganho de performance parece ser através da via da biogênese mitocondrial, no 

músculo esquelético (De Andrade Soares et al., 2020). A biogênese mitocondrial pode 

ser definida como o crescimento e divisão de mitocôndrias a partir de outra pré-

existente. O aumento do número de mitocôndrias contribui para a melhoria da função 

do músculo esquelético durante o exercício, aumentando a resposta a demanda 

energética. Neste contexto, a PGC1α funciona como um regulador da transcrição de 

genes mitocondriais, desempenhando um papel fundamental sobre a biogênese 

mitocondrial, no músculo esquelético em resposta ao treinamento físico (Drake; 

Wilson; Yan, 2016). Além disso, dados da literatura demostram que tanto a  AMPK 

como a SIRT-1 atuam sobre a regulação da PGC-1α (Hood et al., 2016; Tang, 2016). 

Sendo assim, o presente trabalho demostrou que animais idosos treinados e 

cronicamente tratados com ASE tiveram um aumento significativo nos níveis de SIRT-

1 e PGC-1α no músculo esquelético, porém não da AMPK, indicando uma ativação da 

via de sinalização SIRT-1/PGC-1α relacionada à biogênese mitocondrial, 

corroborando com dados prévios em animais jovens (De Andrade Soares et al., 2020).   

A ultraestrutura do tecido muscular esquelético também revelou que 

aparentemente, a interação entre o exercício físico e o ASE promoveu um aumento do 

número de mitocôndrias e de suas cristas, inclusive, em relação ao animal 

Idoso+Treino. As mitocôndrias são fundamentais para manter a homeostase da 

energia do músculo esquelético para atender às demandas impostas por estresses 

fisiológicos ou fisiopatológicos. A disfunção mitocondrial do músculo tem sido 

implicada na patogênese de muitas doenças, incluindo distrofia muscular, atrofia, 

diabetes tipo 2 e sarcopenia relacionada ao envelhecimento (Gan et al., 2018). A 

elevação tanto do número de mitocôndrias, quanto da densidade de suas cristas pode 

aumentar a resistência do músculo esquelético ao exercício por meio de uma seleção 

mais adequada de reservas energéticas, retardando a exaustão das reservas de 

glicogênio endógeno e, por sua vez, a fadiga durante a atividade física prolongada, 

sendo um mecanismo para aumentar a potência metabólica sem restringir a função 

contrátil (Nielsen et al., 2017). Tais evidências, juntamente com o aumento da 

expressão da  via de sinalização SIRT-1/PGC-1α no músculo esquelético poderiam 

explicar a melhora no desempenho físico dos animais pertencentes ao grupo   
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Idoso+Treino+ASE em relação aos animais Idoso+Treino observado no presente 

estudo. Vale ressaltar que apenas a associação do treinamento físico com o 

tratamento com ASE aumentou a expressão das proteínas, sugerindo uma interação 

positiva de ambos na biogênese mitocondrial. A ultraestrutura também revelou que os 

animais Idosos que não realizaram treinamento físico apresentaram um aparente 

aumento de grânulos de glicogênio no músculo esquelético. A literatura têm 

demonstrado que o envelhecimento por si só não reduz os estoques de glicogênio 

muscular (Montori-Grau et al., 2009), embora a enzima glicogênio sintase, 

responsável pela síntese dos grânulos de glicogênio no músculo, frequentemente 

encontra-se reduzida pela idade (Consitt; Dudley; Saxena, 2019; Montori-Grau et al., 

2009). Possivelmente, o uso do glicogênio como combustível energético durante o 

exercício físico pode ter depletado o seu estoque muscular, o que explicaria a 

diferença observada entre animais treinados e não treinados. 

A modulação do fator de transcrição Nrf-2 é muito benéfica para o aumento dos 

compostos antioxidantes. O Nrf-2 é o principal regulador de oxidação transcricional 

celular que controla diretamente a concentração de SOD e Catalase (Wang et al, 

2018). Tanto a atividade física (Vargas-mendoza et al., 2019) quanto o tratamento 

com ASE (De Andrade Soares et al., 2020; Soares et al., 2017) podem promover o 

aumento da sua expressão e das proteínas responsáveis por sua transcrição. 

Contudo, não observamos diferenças na expressão do Nrf-2 no músculo esquelético 

entre os demais grupos estudados. Um dos motivos para tal divergência com os 

dados de De Andrade Soares et al. (2020), pode estar na idade do modelo animal, 

uma vez que no presente trabalho utilizamoss animais de 18 meses, em vez de 

animais jovens (3 meses), para o treinamento físico crônico. Outro fator relevante é o 

tempo mais curto de tratamento com ASE e atividade física, pois realizamos o 

protocolo de 4 semanas em vez de 5. Além disso, a frequência de testes de esforço 

máximo foi menor no presente estudo (2 testes ao todo), enquanto no estudo de De 

Andrade Soares et al. (2020) foram realizados 5 testes no total.  

Embora não tenhamos observado diferença na expressão do Nrf-2, entre os 

grupos experimentais, no presente estudo demonstramos que a atividade da enzima 

antioxidante SOD está aumentada no músculo esquelético de animais treinados e 

tratados com ASE, bem como observamos uma maior produção de nitrito, uma 

medida indireta de ON. Mais uma vez, cabe ressaltar que apenas a associação do 
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treinamento físico com o tratamento com ASE aumentou essas medidas, sugerindo 

uma interação positiva de ambos, no músculo esquelético. 

Esses resultados em conjunto sugerem o papel importante do tratamento com 

ASE e treinamento físico associados, em aumentar a defesa antioxidante, por meio do 

aumento da atividade da SOD e a biodisponibilidade de ON no músculo esquelético, o 

que pode melhorar o fluxo sanguíneo e evitar a fadiga, favorecendo um melhor 

desempenho no exercício aeróbio (Powers; Jackson, 2008). A geração de ON pelos 

polifenóis poderia ser uma explicação para uma possível ação vasodilatora na 

microcirculação da maquinaria contrátil dos miócitos, no tecido muscular esquelético 

(Wadley; McConell, 2007). A capacidade do ASE em estimular a formação de ON em 

células endoteliais em cultura, via ativação da enzima eNOS foi demonstrada em 

estudos anteriores do nosso grupo (Rocha et al., 2007; Rocha et al., 2008). Ainda 

nesse contexto, a presença do ON estimulado pelo ASE poderia auxiliar na 

manutenção da vasodilatação no músculo esquelético ativo, permitindo um melhor 

fluxo sanguíneo e difusão de oxigênio no tecido muscular (Remensnyder; Mitchell; 

Sarnoff, 1962; Roseguini et al., 2007).  

No presente estudo não observamos diferenças significativas no nível de 

glicemia em jejum, entre os grupos estudados. O índice glicêmico é a presença da 

glicose na circulação sistêmica e sua posterior captação pelos tecidos periféricos, 

sendo que a elevação destes níveis em jejum é associada com desenvolvimento de 

patologias como o diabetes mellitus (Gross et al., 2002). O processo de 

envelhecimento promove mudanças corporais como aumento da gordura visceral e 

perda de massa muscular que levam à intolerância à glicose e aumento do risco de 

diabetes  (Abdelhafiz; Sinclair, 2015). Evidências apontam que o exercício físico reduz 

os níveis glicêmicos em animais e humanos diabéticos, sendo altamente 

recomendado para os portadores dessa doença (Delavar; Heidarianpour, 2016; Grisé 

et al., 2016). A literatura também têm demonstrado as propriedades hipoglicemiante 

de muitos compostos polifenólicos (Babu; Liu; Gilbert, 2013). Ademais, nosso grupo já 

demonstrou que o tratamento preventivo com o ASE reduz os níveis glicêmicos em 

modelo de síndrome metabólica, de maneira isolada (De oliveira et al., 2010, 2015) e 

de diabetes mellitus tipo 2 (De Bem et al. 2017, 2018), assim como em modelo de 

hipertensão associada ao diabetes (Cordeiro et al. 2017). No entanto, o fato de não 

observarmos alteração significativa na glicemia entre os grupos estudados se deve, 

possivelmente, ao fato de que os animais utilizados neste modelo experimental, 
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apesar da idade avançada, não possuam nenhuma anormalidade dos níveis 

glicêmicos, constatando que o exercício físico, o ASE ou a associação de ambos, 

mantiveram a normoglicemia destes animais. 

No modelo experimental estudado não encontramos diferença significativa nos 

níveis de lactato sanguíneo entre os grupos submetidos ao teste de esforço máximo. 

A presença elevada do lactato no sangue pode ser considerada um dos fatores da 

fadiga muscular, pois é um subproduto da glicólise anaeróbica (Koho; Väihkönen; 

Pösö, 2002), onde alguns estudos sugerem que sua presença possa causar acidose 

muscular (Nalbandian; Takeda, 2016). Esse processo de produção de energia é 

fundamental nos momentos iniciais do exercício físico (Urso et al., 2013), porém, em 

exercícios físicos de intensidade moderada e longa duração, o metabolismo glicolítico 

aeróbio, onde o oxigênio é o aceptor final, é predominante (Silva et al, 2007). O 

envelhecimento acarreta uma redução da perfusão sanguínea no músculo esquelético 

em exercício propiciando um quadro de fadiga muscular nos idosos, durante a prática 

física (Trott et al. 2009). Embora o acúmulo de lactato seja um possível indicador do 

aumento da acidose, ambos não devem ser interpretados como causa e efeito 

(Robergs; Ghiasvand; Parker, 2004). Diversos sistemas do organismo, entre eles o 

sistema nervoso central, desencadeiam respostas para interromper a atividade, 

fazendo com que o limite fisiológico suportado pelo organismo não seja excedido e 

danos irreversíveis não sejam provocados (Lambert; St Clair Gibson; Noakes, 2005). 

Outras análises complementares como mensurar a atividade da enzima lactato 

desidrogenase (produtora de lactato) ou comparar os níveis de lactato antes e após o 

teste de esforço máximo poderiam auxiliar na melhor compreensão do papel do 

lactato em nosso protocolo experimental. 

O envelhecimento provoca modificações estruturais nas artérias que 

eventualmente resultam em rigidez vascular, contrbuindo para o aumento da 

resistência vascular periférica. Como consequência, alterações hemodinâmicas 

cardiovasculares resultam na elevação da pressão arterial observada com o avançar 

da idade (Battistoni et al., 2020). Estas evidências vão de encontro ao que 

observamos no corrente trabalho, onde os animais idosos apresentaram hipertrofia 

vascular e uma maior PAS e PAD em relação aos animais Jovens. Paralelamente, 

evidenciamos uma redução significativa da atividade da enzima SOD, acompanhada 

de uma diminuição dos níveis de nitrito, e aumento nos níveis de peroxidação lipídica, 

marcador de dano oxidativo, na aorta de animais idosos. A redução da defesa 
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antioxidante gera um desbalanço do estado oxidativo, favorecendo a formação de 

ERO. O estresse oxidativo gera compostos que iniciam uma série de reações em 

cadeia envolvendo radicais livres, que podem oxidar uma grande variedade de 

moléculas biológicas (Melchioretto et al., 2020), incluindo o ON, um dos mais 

importantes vasodilatadores, reduzindo a sua biodisponibilidade (Radi, 2018).  

A literatura científica tem demonstrado que o envelhecimento reduz a resposta 

vascular à substâncias vasodilatadoras, tanto em modelos animais (Seals et al., 2014) 

quanto em humanos (Han et al. 2018), uma vez que tais respostas são dependentes 

do endotélio funcional. Um dos principais mecanismos sugeridos para a redução 

dessa resposta é a disfunção endotelial que normalmente acomete indivíduos de mais 

idade (Seals et al., 2014), o que também observamos no presente estudo, através da 

reatividade vascular à substâncias vasoativas. A ACh é um vasodilatador dependente 

de endotélio (Furchgott e Zawadzki. 1980). Observamos que o envelhecimento 

produziu uma resposta vascular reduzida desse agonista muscarínico, tanto em anel 

de aorta como em LAM, indicando um possível quadro de disfunção endotelial, não só 

em grandes artérias, como em vasos de resistência, resultando numa redução 

sistêmica da função endotelial induzida pela idade.  

Sullivan et al., 2004 já haviam demonstrado que ratos idosos exibiram uma 

resposta vascular mais potente à fenilefrina, um agonista α1 adrenérgico, quando 

comparada aos animais mais jovens em artéria mesentérica. Nossos resultados 

demonstraram que o LAM exibiu uma hiper-reatividade à norepinefrina em doses mais 

altas nos animais idosos. A resposta vasoconstritora da norepinefrina é mediada por 

receptores adrenérgicos que desencadeiam uma cascata de eventos, na qual ocorre 

aumento dos níveis de cálcio intracelular e a consequente ativação da maquinaria 

contrátil da célula muscular lisa (Zang et al., 2006). Devine; Somlyo, 1972 observaram 

que o aumento inicial do cálcio era derivado de um estoque no meio intracelular, o 

retículo sarcoplasmático, responsável pelo componente fásico da contração. Morgan 

& Campbell, (1985) demonstraram que a manutenção da contração induzida pela 

norepinefrina era dependente em parte do influxo de cálcio oriundo do meio externo, 

responsável pela fase tônica da contração. Esta fase é dependente da abertura de 

canais de cálcio dependente de voltagem ou operados por receptor (Nelson et al., 

1988).  

Ademais, também observamos um aumento da espessura da camada média da 

aorta induzida pela idade. Dados da literatura demonstram que o remodelamento 
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vascular na artéria aorta relacionada à idade  ocorre com redução dos níveis de 

elastina e aumento da depoisição de colágeno (Xu et al., 2017), que contribuem para 

o espessamento e o enrijecimento da aorta, estando intimamente  ligados ao aumento 

da pressão arterial sistólica (Xu et al., 2017). Além disso, a redução da defesa 

antioxidante e aumento do dano oxidativo, possívelmente favoreceu a redução da 

biodisponibilidade de ON, e a disfunção endotelial vascular. Ao mesmo tempo, 

observamos uma resposta vasodilatadora diminuída à ACh e exacerbação da respota 

vasoconstrictora, tanto na aorta como em artérias de resistência que juntamente ao 

espessamento da camada média da aorta, estresse oxidativo e redução da 

biodisponibilidade de ON, presumivelmente contribuiram para a elevação da pressão 

arterial observada em animais idosos. 

Tanto os tratamentos isolados com ASE e exercício físico moderado quanto a 

associação de ambos, resultaram em uma redução significativa nos níveis pressóricos 

da PA ao final do período experimental, demonstrando pela primeira vez a capacidade 

anti-hipertensiva do extrato em modelo de animais idosos. Tais propriedades do ASE 

já haviam sido observadas em modelos animais de hipertensão (Da Costa et al., 2012, 

2017; Da Silva Cristino Cordeiro et al.,2015). Embora o tratamento com ASE e a 

atividade física tenham reduzido os níveis pressóricos neste modelo animal, ambos 

não tiveram nenhum impacto sobre a espessura da camada média. Já foi 

demonstrado em modelo animal de hipertensão renovascular que tanto o ASE (Da 

Costa et al., 2012), quanto o exercício físico (Oliveira et al., 2020) previnem alterações 

morfológicas da parede vascular. Por outro lado, nossos resultados em animais idosos 

indicam que a atividade hipotensora de ambas as estratégias, possívelmente está 

atrelada aos efeitos sobre a resposta vascular e a disfunção endotelial, sem 

necessariamente interferir com o remodelamento da aorta. O efeito anti-hipertensivo 

do ASE, rico em polifenóis, é promovido em grande parte por vasodilatação 

dependente de endotélio induzida pelo extrato, principalmente em LAM, vasos de 

resistência vascular, mediado por ON em combinação com o fator de hiperpolarização 

dependente do endotélio (EDHF) (Rocha et al. 2007, Rocha et al. 2008). Evidências 

em humanos e modelos animais sugerem que o aumento da biodisponibilidade de ON 

e a redução dos níveis de estresse oxidativo sejam possíveis mecanismos benéficos 

da prática do exercício físico regular sobre o envelhecimento vascular (Durrant et al., 

2009; Eskurza et al., 2004; Taddei et al., 2000). Neste contexto, o tratamento com o 

extrato e o exercício físico promoveram uma elevação da atividade da enzima SOD, 
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com redução dos níveis de MDA e aumento da biodisponibilidade de ON, em artéria 

aorta de animais idosos. O efeito antioxidante do ASE já foi demonstrado 

anteriormente em modelo de hipertensão (Da Costa et al., 2012; Rocha et al., 2008), 

mas também em associação com treino físico em animais jovens saudáveis (De 

Andrade Soares et al., 2020).  

No corrente trabalho, demonstramos pela primeira vez que o tratamento com 

ASE produziu uma melhora da resposta vasodilatadora dependente de endotélio, em 

anel de aorta de animais idosos, sugerindo uma melhora da função endotelial. Apesar 

da melhora da reatividade à ACh não ter sido igualmente expressiva em LAM, a 

reatividade à NE foi significativamente reduzida neste território de resistência vascular. 

O aumento da reatividade à ACh em animais idosos tratados com ASE deve-se 

provavelmente aos fatores relaxantes derivados do endotélio, ON e EDHF, liberados 

pelo ASE, como previamente descrito em LAM e células endoteliais em cultura (Rocha 

et al. 2007; 2008). A ação antioxidante do ASE (Rocha et al. 2008; Oliveira et al. 2010; 

Moura et al. 2012; da Costa et al. 2012; de Bem et al. 2014), também deve contribuir 

para esse efeito benéfico na reatividade à ACh em aorta de animais idosos, já que 

proporciona o aumento da biodisponibilidade do ON, exercendo um efeito protetor 

contra a disfunção endotelial induzida pelo envelhecimento.  

Outro achado relevante em nosso estudo foi o fato de que o exercício físico 

moderado isoladamente promoveu um aumento na resposta vasodilatadora induzida 

pela ACh em anel de aorta, de forma semelhante ao ASE. Como mencionado 

anteriormente, apesar da melhora da reatividade à ACh pelo ASE e exercício físico 

isoladamente não ter sido igualmente expressiva em LAM, a associação de ambos 

aumentou significativamente a resposta vasodilatora da ACh, sugerindo um 

sinergismo entre o tratamento com ASE e exercício, resultando na melhora da função 

endotelial, o que pode ser correlacionado com uma reduzida reatividade à NE, neste 

território de resistência vascular. Cabe ressaltar que em ambos os vasos, as curvas 

concentração/dose-efeito à ACh e NE, dos grupos idosos tratados com ASE e 

exercício físico isoladamente ou em associação, foram semelhantes as do grupo de 

animais jovens sugerindo uma correção na diferença de reatividade aos agonistas 

entre jovens e idosos.  O ON é o principal fator de relaxamento em grandes artérias 

de condutância como a aorta (Matoba et al., 2000). Contudo a dilatação de artérias de 

resistência, como no caso do LAM, é amplamente mediado pelo EDHF (Matoba et al., 

2000). Como mencionado anteriormente, tanto o ASE como o exercício físico 



95 

possuem um efeito positivo sobre a biodisponibilidade de ON (Eskurza et al., 2004; 

Rocha et al., 2007; Taddei et al., 2000). Este fato pode explicar a maior resposta 

vasodilatadora da ACh em anéis de aorta do que em LAM de animais idosos tratados 

com ASE ou do grupo Treino. Embora parte da ação vasodilatadora induzida pelo 

extrato seja mediada por EDHF, o tratamento isoladamente exibiu baixo impacto 

sobre a dilatação induzida por ACh em LAM. Mais estudos são necessários para a 

melhor compreensão do sinergismo do ASE com a atividade física e a relação de 

ambos sobre o EDHF, possível mediador da melhora da função endotelial em LAM de 

animais idosos.  

Também foi observado  no presente estudo que a expressão das proteínas 

PI3K-AKT que atuam na fosforilação e ativação da eNOS não foram alteradas entre 

os grupos em homogenato de LAM e da artéria aorta. O aumento da eNOS após o 

exercício físico tem sido reportado na literatura (Mcallister; Price, 2010). Contudo, o 

aumento da expressão da enzima não corresponde necessariamente a uma maior 

produção de ON (Fulton; Gratton; Sessa, 2001). Como já mencionado, a ação do ASE 

é dependente de endotélio pela produção de ON (Rocha et al. 2007). No entanto, os 

mecanismos que levam o extrato a aumentar a biodisponibilidade de ON ainda não 

estão elucidados, podendo ser atribuída em parte à sua ação antioxidante. Sendo 

assim, outros mecanismos de modulação da eNOS poderiam influenciar na sua 

eficácia sem necessariamente aumentar sua expressão (Fulton; Gratton; Sessa, 

2001). Portanto, nosso estudo reforça que o processo de envelhecimento reduz a 

reatividade vascular dependente de endotélio induzida por ACh, bem como eleva a 

resposta vasocontritora induzida por NE. Também observamos que o exercício físico 

e o ASE exercem uma modulação vascular positiva sobre a aorta e o LAM. 

O fornecimento sanguíneo adequado é um fator decisivo para preservar a 

função de qualquer região cerebral. Alterações na microcirculação do hipocampo 

durante a hipertensão crônica podem potencializar o comprometimento cognitivo 

(Johnson; Miller; Cipolla, 2020), uma vez que esta estrutura cerebral é sensível ao 

elevado risco vascular e apresenta um encolhimento acelerado relacionado à idade 

em pessoas com hipertensão (Perosa et al., 2020). Disfunções vasculares juntamente 

com a hipoperfusão hipocampal promovem déficit de memória em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) (Johnson; Miller; Cipolla, 2020). É importante 

ressaltar que o diabetes mellitus, a hipertensão, a hiperlipidemia e a obesidade 
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contribuem não apenas para a demência vascular, mas também para o risco de 

demência neurodegenerativa (Ahlskog et al., 2011).  

Neste contexto, diante dos resultados benéficos cardiovasculares do exercício 

físico e do ASE encontrados no presente estudo, investigamos a possível influência 

de ambos sobre o declínio cognitivo de ratos idosos, através  do teste de esquiva 

passiva inibitória. Nossos resultados demonstraram que a idade avançada produziu 

uma deficiência de desempenho na memória aversiva de longo prazo quando 

comparamos com animais mais jovens. Corroborando estes achados, a literatura têm 

demonstrado que ratos Wistar já na meia idade (12 meses), bem como no período de 

vida mais avançado (20 meses) têm um desempenho deficitário no teste de esquiva 

passiva comparado aos animais jovens em testes realizados 24 horas após a sessão 

de treino (De Meireles et al., 2016; Moretti et al., 2011), reforçando que o processo de 

envelhecimento, por si só produz um déficit sobre a memória aversiva, principalmente 

de longo prazo.  

Também foi observado que animais idosos tratados com ASE ou submetidos 

ao exercício físico moderado isoladamente preveniram o declínio cognitivo induzido 

pela idade. Pela primeira vez, demonstramos que a associação de ambos os 

tratamentos reverteu de modo significativo o déficit da resposta inibitória de longo 

prazo. É sabido que a prática de atividade física moderada é uma excelente estratégia 

não farmacológica para prevenir ou tratar o declínio cognitivo induzido pelo 

envelhecimento (Klímová; Vališ, 2018). Diversas hipóteses atuais tentam explicar os 

efeitos benéficos do exercício físico sobre o sistema nervoso central (SNC), entre elas 

estão o estudo de alterações nas neurotrofinas, modulação dos sistemas de 

neurotransmissores e alterações vasculares (Pietrelli et al., 2018). Ultimamente, a 

literatura têm lançado luz sobre a influência do exercício físico na produção da irisina, 

um hormônio formado através da clivagem do domínio de fibronectina tipo III contendo 

5 (FNDC5), uma proteína precursora transmembrana expressa no músculo 

esquelético sob o controle da PGC-1α (Lourenco et al., 2019; Matsuo et al., 2015).  A 

literatura também demonstrou que a Irisina estimula a produção de BDNF no 

hipocampo, sendo este, um dos mecanismos pelos quais a atividade física exerce um 

efeito benéfico sobre o comprometimento cognitivo (Lourenco et al., 2019). O BDNF é 

uma neurotrofina amplamente expressa no SNC, que possui um papel crítico sobre a 

neurogênese hipocampal, a neuroplasticidade, a modelagem neuronal e a 

sobrevivência celular. A maior taxa de síntese de BDNF ocorre em neurônios 
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hipocampais e corticais, em paralelo com a distribuição de seu receptor tirosina-

quinase B (TrkB) (Pietrelli et al., 2018). Recentemente, demonstramos que o ASE 

aumentou a expressão deste receptor no hipocampo, o que pode levar a maior 

ativação da via BDNF-TrkB, mesmo em condições reduzidas de BDNF (De Bem et al., 

2020). Esta poderia ser uma das possíveis explicações para o resultado encontrado 

no presente estudo, uma vez que não observamos diferenças significativas nos níveis 

de CREB e BDNF entre os demais grupos estudados. Apesar do tratamento com o 

ASE e o exercício físico não terem alterado a expressão de CREB e BDNF, é 

importante ressaltar que os animais do grupo idoso não apresentaram redução nos 

níveis de ambos em relação aos animais mais jovens, indicando que o déficit cognitivo 

observado no teste de esquiva passiva esteja atrelado a outras vias.  

Embora a plasticidade neural seja altamente relevante para a melhora do 

desempenho cognitivo, estudos têm apontado que o estresse oxidativo é um fator 

inicial no processo da doença de Alzheimer e que os antioxidantes têm minimizado 

seus efeitos deletérios (Veurink; Perry; Singh, 2020). Evidencias da literatura 

demonstram que a suplementação de ratos idosos com a polpa do açaí melhorou a 

performance cognitiva no labirinto aquático de Morris, regulando o estresse oxidativo e 

a neuroinflamação crônica oriundas do envelhecimento (Poulose et al., 2017). Dietas 

enriquecidas com açaí modulam a expressão de Nrf2 tanto no hipocampo quanto no 

córtex frontal ativando, desse modo, a transcrição gênica de diversos fatores que 

promovem o aumento de enzimas antioxidantes endógenas, entre elas a SOD 

(Poulose et al., 2017). Ademais, o aumento das enzimas antioxidantes no tronco 

cerebral também foi relatado previamente com o uso do ASE (De Bem et al., 2020). 

Em concordância com estas evidências, observamos no atual estudo, que a atividade 

da SOD encontra-se reduzida, bem como os níveis de MDA estão elevados no 

hipocampo de animais idosos. Os tratamentos com ASE, exercício físico e a 

combinação entre eles proporcionaram um aumento na atividade da enzima, com 

consequente redução dos níveis de peroxidação lipídica. A literatura demonstra que 

os níveis teciduais de oxidação de proteínas e peroxidação lipídica aumentam com a 

idade (Santos et al., 2013), principalmente devido ao desbalanço oxidativo, 

proporcionando o aumento na produção do radical superóxido no hipocampo de 

camundongos (Ali et al., 2006; Hu et al., 2006), de modo que a elevação nos níveis de 

MDA no hipocampo está associada com a redução do desempenho cognitivo (Heidari; 

Mehri; Hosseinzadeh, 2017). É sabido que os compostos fenólicos possuem a 
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capacidade de neutralizar as espécies reativas, doando um elétron ou um átomo de 

hidrogênio (Goupy et al., 2018). É creditado ao exercício físico, por sua vez, a 

ativação subsequente de enzimas antioxidantes  via PGC-1α, aumentando a 

resistência do hipocampo aos insultos oxidativos acumulados ao longo prazo (Marosi 

et al., 2012). Possivelmente o exercício físico e o ASE exerceram seu efeito benéfico 

através  da modulação do estresse oxidativo. Mais estudos são necessários para a 

melhor elucidação do efeito benéfico do sinergismo de ambos sobre o déficit cognitivo 

induzido pela idade. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Neste estudo demonstramos uma interação positiva do tratamento com o ASE 

e a atividade física aeróbica sobre a performance física reduzida, disfunção vascular e 

déficit cognitivo associados ao envelhecimento. A associação do tratamento com ASE 

e o exercício foi superior na melhora dos parâmetros avaliados, comparada as duas 

estratégias isoladamente. Nossos resultados sugerem que a propriedade do ASE em 

potencializar o desempenho físico de ratos Wistar idosos, deve envolver a melhora da 

função vascular, redução da pressão arterial, melhora do estado oxidativo vascular e 

muscular e uma regulação positiva das proteínas-chave da biogênese mitocôndrial no 

músculo esquelético, o que deve contribuir para a tolerância ao exercício no 

envelhecimento. Também observamos o seu sinergismo com o exercício físico sobre 

o declínio cognitivo que ocorre com o avançar da idade, possivelmente devido a ação 

vasodilatadora e antioxidante do extrato. Portanto, sugerimos que a associação da 

suplementação com ASE e a prática do exercício físico é benéfica no envelhecimento, 

pois reduz o risco cardiovascular e promove ação neuroprotetora. 
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