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RESUMO 

  

O envelhecimento afeta todos os organismos eucariotos unicelulares e multicelulares, e é 

causado por modificações ocorridas e acumuladas em nível molecular, que por sua vez levam 

a mudanças morfofisiológicas, com risco aumentado para diversas doenças crônicas e um 

declínio geral na capacidade cognitiva do indivíduo. Em nível celular, junto dessas alterações 

funcionais, é possível perceber alterações estruturais, como na cromatina, por exemplo. 

Algumas alterações cromatínicas são responsáveis por alterações na expressão de genes 

relacionados à formação de memória, acarretando em déficits cognitivos que podem estar 

associados a doenças neurológicas no envelhecimento, como a doença de Alzheimer, por 

exemplo. Considerando a influência do estado nutricional sobre as funções cognitivas e a 

capacidade antioxidante celular, o presente trabalho visou experimentar a fórmula Fortasyn 

Connect como suplementação alimentar para camundongos sem a doença de Alzheimer. 

Camundongos C57/Bl6 adultos maduros e idosos receberam dieta suplementada ou dieta 

convencional; em seguida foram submetidos a testes cognitivos comportamentais. Após 

eutanásia dos camundongos, seus encéfalos foram dissecados de forma integral. Neurônios e 

gliócitos foram isolados para análise de imagens de parâmetros de organização da cromatina. 

Parte do homogenato encefálico inicial foi testado bioquimicamente para marcadores de 

estresse oxidativo. Com base no que foi observado no labirinto em cruz elevado e no labirinto 

aquático de Morris, as alterações de desempenho de memória/aprendizado com a idade foram 

melhoradas pela suplementação alimentar. Porém, as alterações encontradas nos parâmetros 

morfométricos de organização da cromatina mostram que a suplementação, tanto em 

neurônios como em gliócitos, levou a perfis morfológicos nucleares típicos de 

envelhecimento em animais adultos maduros, e exacerbação dessas características em animais 

idosos. No caso dos marcadores de estresse oxidativo, não foi encontrada relação com os 

demais resultados. 

  

Palavras-chave: envelhecimento, cognição, cromatina, nutrição, estresse oxidativo. 

  



 

ABSTRACT 

 

Aging affects all unicellular and multicellular eukaryotic organisms, and is caused by changes 

occurring and accumulated at molecular level. Such molecular changes lead to 

morphophysiological alterations, which increase the risk for several chronic diseases and a 

general decline in cognitive capacity. At cellular level, along with these functional alterations, 

it is possible to perceive structural alterations, such as chromatin changes. Some chromatin 

changes are responsible for altered expression of genes related to memory formation, which 

may lead to cognitive deficits associated with neurological diseases in aging, for instance 

Alzheimer's disease. Considering the influence of nutrition on cognitive functions and on 

cellular antioxidant capacity, we proposed the investigation of the Fortasyn Connect formula 

as food supplementation for mice without Alzheimer's disease. Mature and elderly C57/Bl6 

mice received either a supplemented or a conventional diet; then, they underwent cognitive 

behavioral tests. After euthanasia of the mice, their brains were integrally dissected. Neurons 

and glyocytes were isolated for image analysis of chromatin organization parameters. Part of 

the initial brain homogenate was biochemically tested for oxidative stress markers. From what 

was observed in the elevated plus maze and in the Morris water maze, memory/learning 

performance alterations with age were improved by dietary supplementation. However, 

alterations found in the morphometric parameters of chromatin organization show that 

supplementation in both neurons and gliocytes has led to typical aging morphological profiles 

in mature adult animals and further aggravation of these characteristics in the elderly ones. 

Regarding oxidative stress markers, no association was found concerning the other results. 

 

KEY-WORDS: Aging, cognition, chromatin, nutrition, oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

Em todo o mundo, o envelhecimento populacional testemunhado atualmente tem sido 

consequência de quedas acentuadas nas taxas de natalidade combinadas com o aumento na 

expectativa de vida, sendo que, atualmente, pela primeira vez na história, a maioria das 

pessoas pode esperar viver até os 60 anos ou mais, sendo estimado o dobro da população 

mundial atual com idade superior a 60 anos para o ano de 2050 (WHO, 2015).  

Entretanto, infelizmente, o aumento da expectativa de vida não tem refletido um 

envelhecimento saudável, ao passo que se observa, ao mesmo tempo, aumenta da prevalência 

das doenças crônicas, como diabetes tipo 2 e câncer, por exemplo (ZONCU, R. et al., 2011). 

Além disso, tem aumentado também a prevalência de distúrbios cognitivos na população à 

medida que esta envelhece (SOSA, A. L., et al, 2012).   

Mesmo com o impacto indubitável das doenças sistêmicas sobre a saúde e o bem-estar 

em humanos, a falência das funções cerebrais determina um tipo de “morte precoce”, em que 

a essência do indivíduo se perde antes mesmo que seu corpo se entregue ao inevitável 

(WYSS-CORAY, T. 2016). 

Em nível biológico, o envelhecimento é retratado, de forma geral, como um processo 

de deterioração tecidual que ocorre gradualmente, com danos oxidativos às macromoléculas 

celulares, como o DNA genômico e mitocondrial, proteínas, carboidratos e lipídios 

(KIRKWOOD, T. B. L, 2003; UNO, M., NISHIDA, E., 2016). Em mamíferos, conforme o 

corpo envelhece, o sistema nervoso passa por mudanças naturais, em que o cérebro e a 

medula espinhal perdem células nervosas e peso (atrofia) (RAZ, N. 2000; SALAT, D. H. et 

al., 2004). Além disso, a atrofia de nervos pode afetar os sentidos, com perda ou redução dos 

reflexos e das sensações, levando a problemas de movimento, e preocupações com a 

integridade física das pessoas idosas (HICKS, L. H.; BIRREN, J. E. 1970).  

Vários estudos com pequenos animais de ciclo de vida curto, como Caenorhabditis 

elegans, por exemplo, (VAN DER HORST, A, et al. 2007), e também estudos com mamíferos 

(CUTLER, R G., 1991) mostram que há vários genes envolvidos em processos antioxidantes, 

de regulação do metabolismo, e efeito antibacteriano, cuja modulação de expressão poderia 

aumentar o tempo de vida de um organismo, ou retardar o processo de envelhecimento 

(ADAMS, J. U. 2008). 

Com o envelhecimento, esses genes têm seu padrão de expressão alterado, de forma a 

tornar bem menos eficientes os mecanismos que protegem e renovam as células e os tecidos 

dos organismos (RODRÍGUEZ-RODERO, et al, 2011). Junto dessas alterações funcionais 
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nas células, é possível perceber alterações estruturais na cromatina, a macromolécula que 

consiste em DNA associado a proteínas histonas, em cujas modificações pós-traducionais 

têm-se muitas das alterações epigenéticas relacionadas ao envelhecimento (DIMAURO, T.; 

DAVID, G., 2009). Algumas dessas alterações são responsáveis pela diminuição da expressão 

de genes relacionados à formação de memória, acarretando em déficits cognitivos associados 

a doenças neurológicas que aparecem com o envelhecimento, como a Doença de Alzheimer, 

por exemplo (SEN., 2015).  

Sinais ambientais, tais como hábitos alimentares, diferentes graus de intensidade de 

atividade física, estresse, entre outros fatores, podem modular a organização da cromatina, e 

assim, ter impacto sobre a regulação de diversos genes relacionados ao tempo de vida de um 

organismo (BENAYOUN, B. A.; POLLINA, E. A.; BRUNET, A., 2015). Como exemplo 

disso, dietas de restrição calórica estão relacionadas com o aumento do tempo de vida e 

também a mudanças estruturais de cromatina (IMAI, S.; GUARENTE, L., 2016). 

Não é novidade que o estado nutricional de um indivíduo está diretamente relacionado 

com sua saúde (MALMROS, H., 1950). Entre todas as condições presentes no ambiente de 

um organismo, o estado nutricional sem dúvida influencia todos os seus aspectos fisiológicos, 

não sendo diferente com relação às funções cognitivas (GÓMEZ-PINILLA, F. 2008). Estudos 

anteriores sugerem o papel de nutrientes como ácido fólico e vitamina B12, isoladamente ou 

em combinação, na prevenção ou redução do declínio cognitivo em idosos (MALOUF, 

R., EVANS, J. G., 2008). Além disso, encontra-se disponível comercialmente uma 

combinação de nutrientes contendo óleo de peixe, ômega 3, colina, fosfolipídeos, uridina, 

vitaminas E, C e do complexo B, ácido fólico, zinco e selênio, que fornece antioxidantes, 

cofatores e precursores na construção de membranas neuronais e sinapses capazes de 

provocar melhora significativa nas funções cognitivas em pacientes com Alzheimer brando 

(SCHELTENS, P. et al., 2010, 2012). 

Nesse contexto, o presente trabalho visou experimentar uma dieta suplementada, assim 

como fizeram Koivisto e colaboradores (2014) com camundongos portadores de Alzheimer. 

De forma diferente, neste trabalho, a suplementação alimentar foi testada em camundongos 

idosos e adultos maduros não portadores de Alzheimer.  

O uso de animais se justifica pela necessidade da realização de eutanásia para extração 

de material biológico (encéfalos) para as análises estruturais de cromatina em núcleos de 

células nervosas e para as análises de parâmetros de estresse oxidativo. 

Tendo em vista a prevalência das doenças cognitivas no envelhecimento, as 

dificuldades enfrentadas pelos indivíduos portadores e suas famílias, e a influência da 
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alimentação em nível molecular e fisiológico, a elucidação sobre os efeitos de uma 

suplementação nutricional neste contexto se faz fundamental para o desenvolvimento de 

intervenções no sentido de retardar ou minimizar o declínio cognitivo no envelhecimento.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 O núcleo celular, a estrutura da cromatina, e como esta pode 

ser remodelada. 

Quando se observa ao microscópio de luz um corte de tecido corado por hematoxilina 

e eosina, por exemplo, é muito comum encontrar uma estrutura proeminente dentro de cada 

célula chamada de núcleo. Esta estrutura se cora bastante por corantes básicos, e seu formato 

normalmente acompanha o formato e o estado de atividade da célula que a contém (CHEN, B. 

et al, 2015). O formato do núcleo é geralmente elíptico, porém, pode estar mais compactado e 

em forma de bastão ou saca-rolhas em algumas células, como as fibras musculares lisas, ou os 

núcleos bi/trilobulados de polimorfonucleares, ou ainda algumas células que possuem mais de 

um núcleo, como os cardiomiócitos (ROSS, M. H., 2012). Com estes poucos exemplos, pode-

se concluir que não se pode generalizar em relação à morfologia do núcleo celular. 

O núcleo contém quase todo o DNA de uma célula eucariótica, e ocupa, em média, 

cerca de 10% do volume celular total. Em microscopia eletrônica, é possível observar que 

esse compartimento é delimitado por um envelope nuclear formado por duas membranas 

concêntricas de bicamada lipídica. Essas membranas contêm grandes poros nucleares que 

transportam moléculas entre o núcleo e o citoplasma. O envelope nuclear está diretamente 

ligado à extensa membrana do retículo endoplasmático, que se estende do núcleo ao 

citoplasma (YAMASU, K; SENSHN, T., 1990). 

O núcleo é sustentado mecanicamente por uma rede de filamentos intermediários (as 

laminas). Essa rede é chamada de lâmina nuclear e forma uma fina camada internamente ao 

núcleo, logo abaixo da membrana nuclear interna. O envelope nuclear permite que muitas 

proteínas atuantes no DNA sejam concentradas onde são necessárias, mantendo as enzimas 

nucleares separadas das enzimas citoplasmáticas, uma característica crucial para o 

funcionamento adequado das células eucarióticas: a compartimentalização das reações 

bioquímicas (ALBERTS et al, 2010). 

O DNA interage com proteínas nucleares, em especial as histonas, com as quais faz 

ligações de hidrogênio e pontes salinas. Ao conjunto do DNA associado a essas proteínas se 

dá o nome de cromatina (KORNBERG, R. D., 1974). As histonas são proteínas de caráter 

básico, com alto conteúdo de argininas e lisinas, aminoácidos que contribuem para a interação 

ácido-base entre o DNA (ácido desoxirribonucleico) e as histonas. Mas, na realidade, a 

principal forma de interação DNA-histonas se dá pelas ligações de hidrogênio entre as bases 
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nitrogenadas do DNA e as argininas. As moléculas de água (ambiente aquoso do núcleo) 

contribuem para essa interação DNA-histonas (ALFERT M.; GESCHWIND, I. I., 1953). 

Juntas, duas cópias de cada histona (H2A, H2B, H3 e H4) formam uma unidade 

proteica central de organização da cromatina, o octâmero de histonas, o qual é circundado por 

147 pares de bases de DNA que dá mais de uma volta e meia (1,75 volta) ao redor do 

octâmero, sendo tal estrutura denominada nucleossomo (SEXTON T, et al, 2007). Centenas 

de milhares de nucleossomos (conectados entre si por DNA de ligação de 10 a 60 pares de 

bases) formam as fibras de 10 nm, que lembram a estrutura de um colar de pérolas. No 

entanto, a cromatina não está sempre na forma da fibra de 10 nm; há também a fibra de 30 

nm, estrutura considerada eucromática ainda (YAMASU, K; SENSHN, T. 1990). 

Quando se fala de alterações estruturais de cromatina, fala-se necessariamente também 

de epigenética, mesmo que indiretamente. O significado da palavra epigenética é ligado ao 

seu prefixo “epi”, que significa “acima”, refletindo o estudo de algo que está “acima da 

genética” (HOLLIDAY, R., 2006). Isso quer dizer que a epigenética não estuda as alterações 

na sequência de pares de bases do DNA, mas as alterações que vão além da sequência gênica, 

incluindo: modificações de histonas; metilação do DNA; e atuação de RNAs não codificantes, 

que são os RNAs de interferência (EGGER, G. et al., 2004.). 

Todas as histonas podem ser modificadas, principalmente nos domínios amino-

terminais. Essas modificações pós-traducionais (PTMs) não ocorrem necessariamente ao 

mesmo tempo, e não necessariamente têm funções agonistas – elas podem estar relacionadas 

com ativação e/ou inativação de expressão gênica (BANNISTER, A. J, 2011).  

Entre estas modificações estão: metilação (mono-, di- e tri-) dos aminoácidos lisina 

(K) e arginina (R); acetilação (K); fosforilação (serina – S - e treonina -T); ubiquitinação (K) 

(WANG, H. et al, 2001); e glicosilação (N-acetil-glicosamina - açúcar depositado nas histonas 

canônicas); além disso, há outras modificações menos expressivas já registradas, como a 

citrulinação, sumoilação e N-formil-lisina (JENUWEIN, T.  et al, 2001). 

As PTMs podem ser importantes para as interações específicas entre as variantes de 

histonas e seus locais específicos funcionais. Mas as PTMs em caudas de histonas por si só 

não provocam efeito algum (BERGER, S. L; 2007). Essas PTMs são adicionadas nas caudas 

das histonas por uma classe de moléculas chamada de writers (ou “escritoras”), como se 

escrevessem um código, um sinal, ou uma mensagem sobre as caudas de histonas 

(BRENNER, C.; FUKS, F., 2007). São necessárias moléculas capazes de reconhecer e fazer a 

leitura dessa “mensagem”. Para isso, existem as readers (ou “leitoras”) – reconhecem essas 

modificações e executam alguma ação de acordo com a “mensagem” lida. Essas modificações 
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são reversíveis pela ação de erasers (ou “borrachas”) (GARDNER, K. E.;et al, 2011; SETO, 

E.; YOSHIDA, M., 2014). 

Sabe-se que a intervenção nutricional é capaz de modular mecanismos epigenéticos, 

levando a alterações estruturais em genes específicos e controlando sua expressão (WOLFF, 

G. L. et al, 1998). 

2.2 Senescência celular, estresse oxidativo e remodelação da 

cromatina no envelhecimento do sistema nervoso. 

O termo senescência celular se refere ao estado em que o ciclo celular cessa de forma 

permanente, com várias alterações celulares morfológicas e de expressão gênica, mantendo-se 

a célula, porém, em um estado metabolicamente ativo (LIMKE, T. L.; RAO, M. S. 2002). 

Este fenômeno pode se instalar em decorrência de lesões no DNA, por exemplo, entre outras 

muitas causas, como encurtamento crítico de telômeros após extensa divisão celular, ou 

ativação de certos oncogenes (AIRD, K. M.; ZHANG, R., 2013).  

Segundo a teoria dos radicais livres sobre envelhecimento biológico (GERSCHMAN, 

R. et al., 1954; HARMAN, D. 1956), o superóxido e outros radicais livres causam danos aos 

componentes macromoleculares da célula, dando origem a danos acumulados que acarretam 

em prejuízo no funcionamento de células, e órgãos, levando ao envelhecimento e, 

eventualmente, à morte do organismo. O corpo possui alguns antioxidantes naturais na forma 

de enzimas, que ajudam a conter a acumulação perigosa destes radicais livres, sem os quais as 

taxas de mortalidade celular seriam muito aumentadas, e, subsequentemente, a expectativa de 

vida iria diminuir (CADET, J.; DAVIES, K. J. A., 2017). Esta teoria foi reforçada por 

experiências em que os roedores alimentados com antioxidantes alcançaram maior 

longevidade média (SHIMOKAWA, I.; TRINDADE, L. S., 2010.). 

Outro potencial desencadeador da senescência celular consiste em alterações na 

estrutura da cromatina, fato que é reconhecido, em células humanas, pela presença de um 

acúmulo de domínios especializados de heterocromatina facultativa denominados Focos de 

Heterocromatina Associados à Senescência (SAHF, sigla do inglês: Senescence-Associated 

Heterochromatin Foci), que provavelmente reprimem a expressão de genes promotores da 

proliferação, contribuindo, assim, para a suspensão da proliferação celular associada à 

senescência (ADAMS, P. D., 2007). Muitas vezes, os SAHF possuem algumas modificações 

de histonas (por exemplo, a metilação na histona H3 da lisina 9) e proteínas associadas à 

heterocromatina (como a proteína HP1α) (CAMPISI, J., 2000). 
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Sabe-se que os níveis de proteína histona são diminuídos no envelhecimento, o que 

afeta dramaticamente a estrutura cromatínica (FESER, J.; TYLER, J., 2011). Em um estudo 

usando a enzima nuclease microcócica como sonda para a estrutura da cromatina, verificou-se 

que o DNA de neurônios e células da glia no córtex e cerebelo de animais mostrou uma 

susceptibilidade diminuída à digestão durante o envelhecimento. Além disso, ambas as 

populações neuronais (cerebelar e cerebral) mostraram aumentos dramáticos no espaçamento 

dos nucleossomos, enquanto a cromatina neuroglial não mostrou nenhuma alteração na 

acessibilidade à nuclease microcócica (BERKOWITZ, E. M., SANBORN, A. C., 

VAUGHAN, D. W., 1983), resultados que foram corroborados pelos estudos de Rodrigues e 

colaboradores (2014). Nesse contexto, é observado aumento da instabilidade genômica, cujas 

causas e consequências permanecem obscuras, mas dado que a estrutura da cromatina tem 

influência sobre todo o funcionamento celular, suas potenciais alterações durante o 

envelhecimento provavelmente desempenham um papel importante (VILLEPONTEAU, B., 

1997; BUSUTTIL, R.; BAHAR, R.; VIJG, J. 2007). 

De fato, já foi sugerido que as mudanças na estrutura da cromatina possam explicar 

parcialmente as mudanças nas funções celulares e o aumento da incidência de doenças com a 

idade (OBERDOERFFER, P.; SINCLAIR, D. A., 2007). Inclusive, é registrado que o tempo 

de vida em animais pode ser prolongado através de manipulações de moléculas envolvidas na 

remodelação da estrutura cromatínica, indicando o papel fundamental que esta estrutura 

desempenha durante o envelhecimento (GUARANTE, L. 2000). 

A complexidade e sutileza dos processos de sinapses durante o desenvolvimento 

humano formam o substrato para atividades superiores como aprendizado, memória, 

percepção e cognição, e são altamente dependentes de uma rede neuronal bem estruturada e 

saudável (WHALLEY, L. J. et al, 2004). Mas também importam, igualmente, as células 

gliais, as quais, nas últimas décadas, têm sido posicionadas mais no palco do que nos 

bastidores quando o assunto é transferência de informação neural, pois participam ativamente 

na modulação das sinapses (ARAQUE, A. et al, 1999; GOMES, F. C. A.; TORTELLI, V. P.; 

DINIZ, L., 2013). 

Neste contexto, saliente-se que os circuitos hipocampais e neocortical, mediadores das 

funções cognitivas, são altamente vulneráveis ao envelhecimento, sendo demonstrada 

vulnerabilidade dos mesmos circuitos tanto no Alzheimer quanto na deficiência cognitiva 

associada à idade (DAMASCENO, B. P., 1999). No entanto, a morte neuronal predomina na 

primeira, enquanto a última, pelo contrário, é provavelmente mediada por alterações 

sinápticas em circuitos intactos (HOF, P. R.; MORRISON, J. H., 2004). 
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Observa-se, de fato, uma atrofia em cérebros idosos, afetando tanto a substância 

cinzenta como a branca, que resulta de uma perda de neurônios e axônios mielinizados 

(WHITEHOUSE, P. J., et al,  1982). Por outro lado, as células microgliais parecem aumentar 

em número, o que pode ser interpretado como neuroinflamação relacionada ao 

envelhecimento; mas é geralmente difícil mostrar uma correlação direta entre a ativação 

microglial ostensiva e a neurodegeneração (TERRY, R. D.; DETERESA, R.; HANSEN, L. A. 

1987).   

Existem evidências clínicas e experimentais significativas de que a inflamação no 

sistema nervoso central aumenta com a idade, sendo uma característica do envelhecimento 

cerebral o aumento do estresse oxidativo e da peroxidação lipídica (NORDEN, D. M.; 

GODBOU, J. P. 2013). As sinapses nervosas podem ficar mais lentas, e os resíduos do 

metabolismo podem acumular no tecido cerebral à medida que as células nervosas morrem 

(YANKNER, B. S.; LU, T.; LOERCH, P., 2008). Isso pode causar anomalias no cérebro, 

como, por exemplo, a formação de placas e emaranhados proteicos, ou acúmulo de um 

pigmento lipídico marrom (lipofucsina) no tecido nervoso (KELLER, J. N., et al., 2004). 

Embora os emaranhados neurofibrilares sejam típicos achados em cérebros com doença de 

Alzheimer, sabe-se atualmente que também são comuns nos cérebros de indivíduos idosos 

sem essa doença, geralmente em menor grau (BISHOP, N. A., LU, T.; YANKNER, B. A., 

2010). 

Relativamente pouco se sabe sobre os efeitos do envelhecimento nos gliócitos, mas 

estes também podem estar sujeitos ao envelhecimento e à deterioração da função celular, 

sugerindo que a neurodegeneração possa ser secundária à degeneração glial (CONDE, J. R.; 

STREIT, W. J., 2006). Assim, os neurônios, que são normalmente dependentes de células 

gliais viáveis e totalmente funcionais, podem ser afetados negativamente pela deterioração de 

sua função, o que pode contribuir para o desenvolvimento da degeneração neurofibrilar no 

cérebro envelhecido através da supressão do suporte glial e da neuroproteção (STREIT, W. J., 

2005). 

2.3 Envelhecimento, declínio cognitivo, e aspectos nutricionais.  

Com o envelhecimento, o declínio da memória humana reflete, em parte, um 

comprometimento dos processos de memória executiva suportados pelas regiões do lobo 

frontal do cérebro, combinado com uma deterioração das capacidades de memória explícitas 

suportadas pelo sistema hipocampal (SQUIRE, L. R.; KNOWLTON B.; MUSEN, G., 1993). 

Entretanto, a memória não reflete a função de apenas algumas regiões cerebrais específicas, 
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tendo sido já demonstrado que a memória normal envolve a operação global de múltiplos 

sistemas cerebrais interdependentes e dissociáveis que dão base a diferentes aspectos da 

memória e do aprendizado (GABRIELI, J. D. 1993).  

Nesse quadro, a desaceleração da memória e do pensamento é uma consequência 

comum, que, porém, não acontece da mesma forma para todos que envelhecem: algumas 

pessoas apresentam grandes mudanças em nervos e também tecidos cerebrais, enquanto em 

outras pessoas estas alterações se fazem praticamente imperceptíveis (GOLDMAN, J. E. 

1994). Sendo assim, o declínio cognitivo é considerado um processo não inevitável (RAPP, P. 

R., 1994), sugerindo-se, por estudos epidemiológicos e observacionais recentes, uma relação 

entre os fatores relacionados ao estilo de vida e o declínio da função cognitiva em adultos 

idosos, apontando-se, mais especificamente, a desnutrição e as deficiências nutricionais como 

potenciais desencadeadores do declínio cognitivo precoce, e instalação de quadros de 

demência (OGAWA, S. 2014).  

Enquanto os distúrbios neurodegenerativos são caracterizados pela morte extensiva de 

neurônios, levando ao declínio funcional, os correlatos neurobiológicos do declínio funcional 

no envelhecimento normal, porém, são bem menos definidos (MORRISON, J. H.; HOF, P. R. 

1997). De forma abrangente, parece que os substratos neurobiológicos primários para a 

deficiência funcional no envelhecimento diferem de formas importantes daqueles em 

desordens neurodegenerativas tais como a doença de Alzheimer (DICKERSON, B. C. et al. 

2005). 

O declínio cognitivo diz respeito a alterações relacionadas à inteligência, na forma de 

processamento de informações pelo cérebro, envolvendo principalmente funções mentais 

como memória, raciocínio lógico e abstrato, linguagem, atenção, percepção, e capacidades 

executivas (LEVY, R. 1994). Nesse contexto, a síndrome conhecida como comprometimento 

cognitivo leve (CCL) representa um declínio cognitivo maior do que o esperado para a idade e 

nível educacional de um indivíduo, mas sem prejudicar notavelmente suas atividades 

cotidianas (GAUTHIER, S. et al, 2006). Algumas pessoas com CCL parecem permanecer 

estáveis ou retornar ao normal com o tempo, porém, mais da metade progride para a demência 

dentro de cinco anos, sendo o CCL, portanto, considerado o principal fator de risco para a 

demência (BRUCKI, S. M. D., 2013). 

A prevalência de CCL no Brasil apresenta taxa de 6,1% e incidência de 13,2/1000 

pessoas-ano, entre aqueles de 60 anos ou mais (GODINHO, C. et al, 2012), encontrando-se 

dentro das faixas observadas em outros países, que estão entre 3 a 19% (RITCHIE, K., 2004; 

BRUCKI, S. M. D. 2013).  O subtipo amnésico de CCL representa alto fator de risco para a 
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doença de Alzheimer, podendo constituir um estágio precoce da mesma (BOYLE, P. A., et al. 

2006). 

Nas últimas décadas, alguns resultados de pesquisas têm indicado como fator de risco 

para o CCL a deficiência nutricional subclínica de antioxidantes como as vitaminas C, E, e 

betacaroteno, vitamina B12, vitamina B6, e folato, além de condições como 

hipercolesterolemia, hipertriacilglicerolemia, hipertensão, e diabetes, os quais podem se 

cronificar antes do aparecimento de evidências demenciais (GONZÁLEZ-GROSS, 

M., MARCOS A., PIETRZIK K., 2001). 

Fatores dietéticos exercem seus efeitos no cérebro através de eventos moleculares 

relacionados com o gerenciamento do metabolismo energético e da plasticidade sináptica: o 

metabolismo energético influencia as funções e sinalizações neuronais, a plasticidade 

sináptica, e, por fim, a saúde mental; a regulação epigenética da plasticidade neuronal aparece 

como um mecanismo importante pelo qual os alimentos podem exercer seus efeitos na 

plasticidade neuronal em longo-prazo (GOMEZ-PINILLA, F., TYAGI, E., 2013). 

Uma das principais causas potenciais de destruição do tecido neuronal relacionada à 

idade é a presença de radicais livres tóxicos (EROS, ou espécies reativas de oxigênio), que 

são resultado natural do metabolismo aeróbio (JIN, K., 2010). Danos oxidativos causados por 

radicais livres in vivo têm sido responsabilizados pela ocorrência de processos biológicos tais 

como mutagênese, carcinogênese e envelhecimento (HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. 

C., 1989). As espécies derivadas de oxigênio, tais como o radical superóxido (O2
-
) e H2O2, 

são geradas em todas as células aeróbias (DIZDAROGLU, M.; GAJEWSKI, E. 1989). A 

toxicidade dessas espécies está no radical hidroxil, o qual é altamente reativo, e pode ser 

formado por reações entre O2
-
 e H2O2 catalisadas por íons metálicos (HALLIWELL, B.; 

ARUOMA, O. I., 1991). O radical hidroxil produz uma série de lesões no DNA e nas 

nucleoproteínas, tais como lesões em bases, em pentoses, quebras de uma única cadeia, 

quebras de dupla cadeia, sítios abásicos, e reticulações de DNA-proteína por uma variedade 

de mecanismos (TÉOULE, R.; CADET, J., 1978). 

O cérebro é particularmente suscetível a ataques de radicais livres, porque produz mais 

EROS por grama de tecido do que qualquer outro órgão (CHOI, J.; YU, B. P., 1995). O 

principal mecanismo de defesa usado pelo cérebro para combater EROS é através do seu 

metabolismo enzimático, em que atuam os antioxidantes vitamínicos, vitamina E (alfa-

tocoferol em particular) e vitamina C (ascorbato) (REITER, R . J., 1995). 

Como outro exemplo, estudos in vivo com resveratrol, conhecido por seu poder 

antioxidante, administrado a camundongos alimentados com uma dieta hipercalórica (que 
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induz prejuízos funcionais semelhantes aos vistos no envelhecimento) demonstraram melhora 

no estado geral de saúde, verificando-se uma redução importante dos sinais de 

envelhecimento, com diminuição da inflamação e apoptose no endotélio vascular, aumento da 

elasticidade da aorta, maior coordenação motora, e densidade mineral óssea preservada. Em 

camundongos, o resveratrol é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica, e proteger 

contra lesão cerebral, prevenir o declínio cognitivo e promover neuroproteção em geral, 

demonstrando ser capaz de atenuar sintomas de doenças neurológicas como a doença de 

Alzheimer, Doença de Parkinson e esclerose múltipla (SOARES, T. J. C., 2014). 

Dessa forma, embora a idade seja, de fato, o preditor mais importante do declínio 

cognitivo, também atuam de forma crucial os fatores genéticos e ambientais, entre eles, a 

alimentação se destaca por seu grande impacto sobre as funções celulares, e 

consequentemente, sobre todo o organismo, principalmente através de alterações na 

capacidade antioxidante e na organização estrutural da cromatina (BAILEY, R; ARAB, L. 

2012). Portanto, estratégias nutricionais para prevenir ou retardar o declínio cognitivo 

poderiam impactar significativamente na saúde pública, sendo necessário focar na 

manutenção da função cognitiva em adultos saudáveis, e na prevenção contra maior declínio 

daqueles que já foram acometidos de perdas cognitivas significativas. 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste trabalho consistiu em analisar e comparar o potencial efeito 

benéfico da suplementação alimentar nas funções cognitivas em camundongos adultos 

maduros e idosos, quando comparados a camundongos de mesma idade não suplementados, 

além de avaliar se os efeitos observados estariam associados com alterações estruturais da 

cromatina e com alterações na capacidade antioxidante de células neuronais e neuroglias.  

De forma mais específica, as seguintes questões foram abordadas:  

 Camundongos idosos possuem perda cognitiva mensurável se comparados aos 

animais adultos maduros?  

 Camundongos adultos maduros e idosos com alimentação suplementada 

apresentam alguma melhora cognitiva, quando comparados a animais de mesma 

idade sem a mesma suplementação alimentar?  

 As alterações cognitivas detectadas estariam associadas com reorganização da 

cromatina nas células analisadas? 

 As alterações cognitivas detectadas estariam associadas com alterações na 

capacidade antioxidante encefálica? 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Todos os experimentos com animais foram aprovados pelo Comitê de Ética na 

Utilização de Animais com o protocolo de registro CEUA/UFU 072/15 (anexo A). Fêmeas de 

camundongos C57BL/6 obtidas no Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CEBEA) 

da Universidade Federal de Uberlândia, campus Umuarama, foram transferidas para o 

depositário de camundongos do Setor de Histologia do Instituto de Ciências Biomédicas 

(ICBIM). Ali, os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com cerca de 6 

animais por caixa, com condições controladas de temperatura (22± 2°C), baixo ruído, ciclo 

claro-escuro de 12 horas, alimento e água ad libitum.  As gaiolas e bebedouros foram lavados 

e esterilizados com água sanitária semanalmente, depois da troca de maravalha. A escolha 

pelas fêmeas deveu-se ao fato de os machos normalmente atacarem seus companheiros de 

gaiola em lutas por território, havendo necessidade de manutenção de gaiolas individuais, 

contrariamente às fêmeas que convivem pacificamente na mesma gaiola, possibilitando o uso 

de um número menor de gaiolas e economia de espaço no depositário, que foi ocupado por 

tempo maior que o costumeiro, devido à idade dos animais necessária para realização deste 

trabalho. 

Foi utilizado um total de vinte e quatro camundongos, sendo metade composta por 

adultos maduros (cinco meses = vinte semanas), e a outra metade por idosos (21 meses = 84 

semanas).  A terminologia utilizada para cada idade foi retirada de 

https://www.jax.org/research-and-faculty/research-labs/the-harrison-lab/gerontology/life-

span-as-a-biomarker. O grupo de animais adultos maduros é de animais que já alcançaram a 

maturidade reprodutiva e, portanto, de desenvolvimento completo, e são equivalentes a 

humanos de 20 a 30 anos de idade. O grupo de animais idosos é equivalente a humanos entre 

56 e 69 anos de idade. A escolha das idades baseou-se na necessidade de medir características 

acumuladas com o envelhecimento fisiológico, sem interferência de eventos de 

desenvolvimento característicos de animais jovens. A linhagem escolhida (C57) possui 

longevidade média de 28 meses, e é refratária a uma gama de tumores, sendo um dos poucos 

fenótipos com perda de audição associada à idade (The Jackson Laboratory -

https://www.jax.org/strain/000664). Consequentemente, trata-se de um bom modelo para 

estudar envelhecimento sem viés introduzido por outras doenças associadas à idade. 

Os animais idosos foram separados aleatoriamente em dois grupos com 6 animais 

cada; da mesma forma, os animais adultos maduros foram separados aleatoriamente em dois 

https://www.jax.org/research-and-faculty/research-labs/the-harrison-lab/gerontology/life-span-as-a-biomarker
https://www.jax.org/research-and-faculty/research-labs/the-harrison-lab/gerontology/life-span-as-a-biomarker
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grupos, também com 6 animais cada. Totalizaram-se, assim, quatro grupos, com seis animais 

cada, como descrito a seguir: 

 Grupo 1, G1, (controle) com camundongos adultos maduros; 

 Grupo 2, G2, (controle) com camundongos idosos; 

 Grupo 3, G3, (suplementado) com camundongos adultos maduros; 

 Grupo 4, G4, (suplementado) com camundongos idosos; 

Os animais foram descritos individualmente por letras do alfabeto, por exemplo, 

animais do grupo G1: G1A, G1B, G1C, etc.; animais do grupo G2: G2A, G2B, G2C, etc. 

4.2 Suplementação alimentar  

A suplementação alimentar foi realizada para esses animais depois de atingidas as 

idades desejadas. Os animais dos grupos controle receberam a ração convencional do biotério 

(CR1 Nuvilab), enquanto os grupos suplementados receberam a mesma ração com adição de 

uma mistura de nutrientes. Segundo o rótulo da embalagem da ração CR1 Nuvilab, a 

composição básica dessa ração consiste em milho integral moído, farelo de soja, farelo de 

trigo, carbonato de cálcio, fosfato bicálcico, cloreto de sódio. As composições em termos de 

vitaminas, minerais, aminoácidos (de ambas as rações) se encontram na Tabela 1.  

Foram 30 dias de suplementação até os testes comportamentais, que foram realizados 

posteriormente, sendo que a dieta foi continuada durante e após os testes, totalizando 52 dias 

de suplementação até o dia da eutanásia.  

 

Tabela 1. Composição comparada das rações controle e suplementada. 

Composição Ração controle Ração suplementada  

ÁCIDO EICOSAPENTANÓICO (EPA) 0 480 mg/kg 

ÁCIDO DOCOSAHEXANÓICO (DHA) 0 1920 mg/kg 

FOSFOLIPÍDEOS 0 170 mg/kg 

VITAMINA A 25500 25500 UI/kg 

VITAMINA D3 2100 2100 UI/kg 

VITAMINA E 89,4 153,4 mg/kg 

VITAMINA K3 12,5 12,5 mg/kg 

VITAMINA B1 14,4 14,4 mg/kg 

VITAMINA B2 11 11 mg/kg 

VITAMINA B6 12 13,6 mg/kg 

VITAMINA C 0 128 mg/kg 

NIACINA 60 60 mg/kg 

ÁC. PANTOTÊNICO 112 112 mg/kg 

ÁCIDO FÓLICO 6 6,64 mg/kg 

 BIOTINA 0,26 0,26 mg/kg 
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COLINA 2400 3040 mg/kg 

VITAMINA B12 60 64,8 ug/kg 

FERRO 50 50 mg/kg 

 ZINCO 60 60 mg/kg 

COBRE 10 10 mg/kg 

IODO 2 2 mg/kg 

MANGANÊS 60 60 mg/kg 

COBALTO 1,5 1,5 mg/kg 

SODIO 2700 2700 mg/kg 

FLÚOR 80 80 mg/kg 

FÓSFORO  8000 8000 mg/kg 

SELÊNIO 0 96 ug/kg 

DL-METIONINA 500 500 mg/kg 

LISINA 100 100 g/kg 

URIDINA MONOFOSFATO 0 1000 mg/kg 

VALOR ENERGÉTICO 3976 3885  kcal/kg 

Componentes da suplementação estão sublinhados na tabela. 

 

Os nutrientes adicionados à ração suplementada foram obtidos a partir de uma fórmula 

nutricional denominada Fortasyn Connect, disponível comercialmente como ingrediente da 

bebida Souvenaid
®
, comercializada no Brasil pela Danone Nutrição Especializada.  

Segundo o rótulo, disponível em http://souvenaid.com.br/: 

“Souvenaid é um composto nutricional com mais de 10 anos de pesquisa e 

desenvolvimento que contém uma combinação exclusiva de ácidos graxos 

EPA e DHA (ômega3), Uridina monofosfato (UMP), colina, fosfolipídios, 

vitaminas do complexo B e micronutrientes antioxidantes.”  

 

O Fortasyn Connect se destina ao aumento da formação e função das sinapses 

nervosas na DA. A fórmula da Danone é uma bebida tipo láctea não fermentada, de 

consistência líquida, com cerca de 90% de água, como o leite (ALVES, E. C.; BORGES, A. 

F., 2016). Para sua adição na ração dos grupos suplementados, a bebida foi primeiramente 

congelada (- 20 ºC) e liofilizada em liofilizador Liotop L108, com pressão de 1,308 mmHg, e 

temperatura de - 63 °C, por 5 dias (MATOS, C. M. S. et al., 2015; MOGHBELA, A; 

ABBASPOURB, H., 2013). 

Para atingir a dose de suplementação desejada para os camundongos, como foi feito 

anteriormente por Koivisto e colaboradores (2014), utilizando a mesma fórmula, foi 

considerado 1 mL de Souvenaid líquido por dia por camundongo, sabendo que camundongos 

consomem em média 5 g de ração por dia, cada um. A densidade do Souvenaid é 1,032 g/mL, 

e após a liofilização, a bebida se torna um pó, cujo volume é reduzido em 85%. Assim, cada 

5g de ração suplementada contiveram 0,15 g de Souvenaid em pó (3% em massa). O processo 

http://souvenaid.com.br/
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de liofilização é interessante porque permite a desidratação dos alimentos sem perda de suas 

propriedades e valor nutricional (FRANKS, F. 1998). 

Dessa forma, para confeccionar a ração, semanalmente, foi pesado sempre 0,15 g de 

Souvenaid em pó para cada 4,85 g de ração CR1 Nuvilab. A ração, depois de pesada, foi 

triturada em liquidificador convencional, e em seguida, foi adicionada a suplementação em 

pó, sendo a mistura homogeneizada com auxílio do liquidificador, e depois também 

manualmente com espátula em recipiente limpo e seco, onde foi acrescentada água de osmose 

reversa para peletização manual da ração. A ração peletizada foi colocada em recipiente 

metálico limpo e seco, coberto e protegido com pano limpo e seco, permitindo ventilação, 

mas impedindo acesso de insetos e outros animais, por três a quatro dias, sendo a ração 

revirada a cada duas horas durante o período diurno para que a secagem ocorresse por igual.  

Com relação ao valor energético, a ração Nuvilab CR1 – Nuvital apresenta 3,976 

kcal/g. Após a mistura com o Souvenaid liofilizado (valor energético da bebida da Danone: 

0,97 kcal/g), nas proporções apresentadas acima, fazendo uma média ponderada, o valor 

energético final da mistura é igual a 3,885 kcal/g, o qual se aproxima muito do valor da ração 

convencional, sendo sutilmente mais baixo: 

           é     
                             

 
               

4.3 Testes comportamentais 

Depois de 30 dias completos de suplementação alimentar, todos os animais foram 

submetidos a três testes comportamentais para acessar suas funções cognitivas com relação à 

memória e aprendizado: o Labirinto em Cruz Elevado (LCE), a Tarefa de Reconhecimento de 

Objetos (TRO), e o Labirinto Aquático de Morris (LAM). Todos os testes, exceto pelos dias 

de treinamento, foram filmados para posterior análise, com auxílio do software AnyMaze®, 

versão 4.99. 

4.3.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

O LCE permite acessar a interação entre aprendizado/memória aversiva e ansiedade 

(ITOH, J.; NABESHIMA, T.; KAMEYAMA, T., 1990; FILE, S. E. 1993). Para tanto, é 

utilizado um labirinto em formato de cruz, feito de material acrílico, que é elevado do solo por 

um suporte de madeira de 38, 5 cm, e possui quatro braços. Dois braços são abertos, e cada 

braço forma uma pista de 30 x 5 cm, com pequenas elevações laterais de 0,25 cm em suas 

bordas (não protegem o animal contra quedas); os outros dois braços são fechados, com as 

mesmas dimensões dos braços abertos, exceto pelas bordas que formam paredes protetoras 
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laterais com 15 cm de altura, cuja abertura se dá apenas no centro da cruz, numa plataforma 

de 5 x 5 cm que une todos os braços, conforme pode ser observado no apêndice A (seção 

LCE). 

Neste teste, cada animal foi colocado na extremidade de um dos braços abertos 

(sempre o mesmo braço para todos), com sua face voltada para fora do aparato; 

imediatamente foi cronometrado o tempo de latência (TL) para que o animal explorasse o 

aparato, e entrasse em um dos braços fechados (uma entrada efetiva é considerada quando as 

quatro patas do animal estão dentro do braço fechado).  

Este teste foi feito em dois dias, da mesma forma descrita acima, sendo anotados os 

tempos de latências TL1 (dia 1 – treinamento), e TL2 (dia 2 – desafio).  Espera-se que, no 

segundo dia, o animal leve menos tempo para acessar um dos braços fechados, indicando 

aprendizado. 

É dado a todos os animais um tempo máximo de 10 minutos para explorar o aparato, 

encontrar e adentrar um braço fechado, mas a maioria costuma ser capaz de fazer isso em 

pouquíssimo tempo. Mas, há casos em que o animal não realiza o objetivo da tarefa dentro 

dos 10 minutos estipulados, e então, o protocolo consiste em conduzir o animal e mostrar a 

entrada dos braços fechados para que este aprenda sua localização, mas apenas na primeira 

vez que o animal tem contato com o aparato, pois o primeiro dia é considerado o treinamento.  

Entre cada troca de animal, o aparato foi limpo com álcool 15% (que limpa de forma 

suficiente para o teste, sem provocar alteração de odor).  

Este teste comportamental é clássico para avaliação de ansiedade, porém, com este 

protocolo de utilização, é possível acessar o desempenho de aprendizado e memória aversiva 

do animal, em que a sua tendência natural é procurar o local mais seguro, que são os braços 

fechados (SHARMA, A. C.; KULKARNI; S. K., 1992). 

4.3.2 Tarefa de Reconhecimento de Objetos (TRO)  

A TRO explora a preferência inata dos roedores pela novidade, sendo este teste 

inerentemente não estressante (VOGEL-CIERNIA, A.; WOOD, M. A., 2014). 

Neste teste, cada animal foi colocado em uma caixa retangular de cor branca opaca 

com uma linha divisória no assoalho da caixa. Em uma extremidade da caixa são colocados 

dois objetos idênticos em um primeiro momento, e depois um dos objetos é trocado por um 

objeto diferente, sendo que os objetos se posicionam um de cada lado da linha divisória 

(apêndice A – seção TRO). 
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Este teste foi realizado em dois dias. No primeiro dia, cada animal passou 15 minutos 

dentro da caixa com os dois objetos idênticos para conhecê-los, ou seja, para se familiarizar 

com ambos os objetos e o ambiente da caixa em si. Entre cada troca de animal a caixa foi 

limpa com álcool 15%. No segundo dia, cada animal foi colocado na caixa em dois 

momentos: 

1ª exposição: cada animal passou 10 minutos dentro da caixa com os dois objetos 

idênticos, para reconhecê-los. 

2ª exposição: Uma hora após a primeira exposição, cada animal foi colocado 

novamente na caixa, mas desta vez, um dos objetos já conhecidos pelo animal fora trocado 

por um objeto novo e diferente. 

Em ambas as exposições, os vídeos feitos foram examinados para cronometrar o 

tempo em que cada animal passou em contato com os dois objetos idênticos, e depois, com o 

objeto novo em detrimento do objeto conhecido.  

Este método avalia a memória explícita em roedores (ENNACEUR e DELACOUR 

1988), e se baseia em sua tendência natural de exploração do ambiente e objetos novos, a fim 

de conhecê-los. Assim, tendo explorado os objetos idênticos em dois momentos, em dois dias 

consecutivos, a presença de um objeto diferente na mesma caixa conhecida, junto a um objeto 

conhecido, deve fazer com que o animal passe mais tempo explorando o objeto novo em 

detrimento do objeto conhecido. Portanto, quanto menor o tempo em que o animal passa em 

contato com o objeto conhecido, ou quanto maior o tempo com o objeto novo, então, isto 

deve significar que o animal reconheceu o objeto dos contatos anteriores. 

4.3.3 Labirinto Aquático de Morris (LAM) 

No LAM são acessados o aprendizado e a memória espaciais (GALLAGHER, M., 

1993; D'HOOGE, R.; DE DEYN, P. P., 2001). Neste método, utilizou-se um tanque cilíndrico 

com base de diâmetro igual a 120 cm, contendo água. Dentro desse tanque com água foi 

colocada uma plataforma cilíndrica de acrílico transparente, com uma base de diâmetro de 20 

cm e altura de 30 cm. Além da plataforma, havia também algumas pistas visuais nas paredes 

do tanque, as quais tinham o propósito de servir como pontos de referência para os animais. O 

nível da água no tanque era tal de modo que a plataforma (base superior do cilindro) ficasse 

um centímetro acima da superfície da água, como mostra o esquema do apêndice A (seção 

LAM). 

Para este teste, os animais passaram por 4 dias de treinamento e no quinto dia foram 

submetidos ao desafio. Nos dias de treinamento, cada animal foi colocado na água, apenas 
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uma vez por dia, cada dia em um quadrante diferente, mas nunca no mesmo quadrante da 

plataforma, com a face voltada para a parede do tanque. O cronômetro era disparado quando o 

animal entrava em contato com a água. Cada animal nadou pelo tanque até que encontrasse a 

plataforma e subisse na mesma. Apenas quando o animal colocasse as 4 patas sobre a 

plataforma o cronômetro era parado. A cada animal foi dado um tempo máximo de 2 minutos 

para encontrar e subir na plataforma. Quando isso não acontecia dentro dos 2 minutos, o 

protocolo consistia em conduzir o animal até a plataforma (apenas nos dias de treinamento). A 

retirada do animal do tanque ocorreu apenas após trinta segundos de permanência sobre a 

plataforma. 

No dia do desafio, a plataforma foi retirada. Posteriormente foi contabilizado, através 

dos vídeos, o tempo em que o animal permaneceu dentro do quadrante de interesse (onde 

havia a plataforma nos dias de treinamento). Quanto maior esse tempo, maior teria sido o 

aprendizado do animal com relação à localização da plataforma. Foi considerada também a 

latência ou rapidez com que o animal teria o primeiro contato com o local onde havia a 

plataforma nos dias de treinamento, sendo desejável uma latência menor para que se 

considerasse o aprendizado. 

 4.4 Coleta de material biológico:  

Após os testes cognitivos, os camundongos foram eutanasiados por meio de 

deslocamento cervical. Os encéfalos inteiros foram dissecados, fatiados e congelados a -20°C 

para as análises posteriores. 

 4.5 Isolamento de neurônios e gliócitos 

Para o isolamento das células, após o descongelamento, os fragmentos de encéfalo 

(obtidos pelo fatiamento do encéfalo inteiro, conforme item 4.4) de cada animal foram 

homogeneizados em 3 mL tampão sacarose (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, PMSF 0,25 mM, 

sacarose 250 mM, e MgCl2 1 mM), utilizando-se um homogeneizador do tipo Potter manual. 

Em seguida, o material homogeneizado foi filtrado em uma camada de musselina, e acrescido 

de 3 mL do mesmo tampão. Essa suspensão foi submetida à centrifugação (10 minutos a 600 

x g a 4 ° C), depois da qual foi aspirado o sobrenadante para análises bioquímicas. O 

sedimento resultante da centrifugação (precipitado celular) foi novamente ressupendido para 2 

mL de solução com tampão sacarose, homogeneizado e separado em duas alíquotas de 1 mL 

cada, as quais foram congeladas com adição de DMSO (10%), para uso posterior (PEARSON 

et al, 1983; THOMPSON, 1973). 
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4.6 Citoquímica e análise de imagens 

Para análise de parâmetros morfométricos nucleares e avaliação da organização 

cromatínica, foram confeccionadas lâminas histológicas com suspensão de células totais 

isoladas das amostras biológicas dos encéfalos de cada camundongo individualmente, sendo 

as mesmas fixadas por 1 minuto em etanol/ácido acético glacial 3:1 (v/v), e, em seguida, 

banhadas em etanol 70% por 5 minutos.  

As lâminas fixadas foram submetidas à Reação de Feulgen (SCHULTE, E., 

WITTEKIND, D., 1989; RODRIGUES, H. F., et al., 2014): hidrólise ácida (HCl 4M) à 

temperatura de 24-25 ºC por 55 min.; em seguida as lâminas foram enxaguadas com solução 

ácida (HCl 0,1M) gelada (temperatura de geladeira); reagente de Schiff foi pingado sobre as 

lâminas, onde permaneceu sobre as mesmas em câmara úmida e escura por no mínimo 45 

minutos; depois, as lâminas passaram por 3 banhos de 5 minutos cada em água sulfurosa (1 

parte de HCl 1M, 1 parte de metabissulfito de sódio 10%, e 18 partes de água); as lâminas 

foram protegidas da luz para evitar oxidação precoce da coloração. 

Após a coloração, as lâminas foram secas e montadas em bálsamo do Canadá. 

Fotomicrografias dos núcleos de neurônios e gliócitos corados foram capturadas em 

microscópio Leica DM500, equipado com câmera digital Leica ICC50HD conectada a um 

microcomputador, e utilizando o software de captura Leica LAS EZ (versão 1.8.1), sendo as 

mesmas condições de iluminação e configurações de captura para todas as amostras, a saber: 

intensidade de luz mantida sempre no máximo, e o diafragma da condensadora na posição 

100x; no software de captura, o tempo de exposição 6,8 ms, ganho de 1,9x, gamma 2,00, e 

saturação 63,00. As imagens assim obtidas tiveram uma escala correspondente a 16 

pixels/μm, e foram analisadas através do software ImageJ, onde se obtiveram as seguintes 

informações sobre os núcleos: área nuclear (μm
2
); média dos níveis de cinza por núcleo, 

convertida em valores de absorbância ou densidade óptica (OD), a qual reflete o grau de 

compactação da cromatina; e densidade óptica integrada (IOD), a qual representa a 

quantidade de DNA, pois a reação de Feulgen é uma reação estequiométrica (DEITCH, A. D.; 

WAGNER, D.; RICHART, R. M. 1968). 

Para a análise de imagens, foram selecionados aleatoriamente no mínimo 100 núcleos 

de cada animal, sendo cerca de 550 a 750 núcleos avaliados para cada um dos grupos. Os 

núcleos foram selecionados a partir das imagens capturadas parcialmente de forma manual 

(ferramenta de seleção manual), por causa de alguns neurônios muito claros em relação ao 

fundo, e parcialmente de forma automatizada, com a ferramenta threshold, que é capaz de 
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separar os núcleos do fundo da imagem com base em um limiar de intensidade de níveis de 

cinza. 

A conversão dos níveis de cinza em absorbância foi feita com uso da barra de 

calibração número 3 da Kodak (instruções disponíveis em 

https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/), aplicando-se a ferramenta do software 

ImageJ “Optical Density Calibration”. 

Os demais parâmetros avaliados foram contraste e entropia, os quais refletem a textura 

dos núcleos com base em matrizes de correlação de escala de cinza (GLCM) (HARALICK, 

R. M.; SHANMUGAM, K.; DINSTEIN, I., 1973; PANTIC, I. et al. 2012). Mais 

especificamente, os valores de contraste representam a variação da compactação da cromatina 

por núcleo, e assim, um valor de contraste maior significa uma maior variação do estado de 

compactação entre áreas nucleares diferentes, ou seja, com maior diferença entre áreas de 

menor compactação e áreas de maior compactação da cromatina. Os valores de entropia, por 

sua vez, são medidas de desordem e representam a quantidade de informação em bits 

necessária para armazenar as informações de cada núcleo. Núcleos com menor entropia 

tendem a mostrar uma morfologia mais homogênea, enquanto os núcleos mais entrópicos são 

aqueles com maior quantidade de regiões mais e menos compactas na mesma estrutura, 

apresentando aspecto mais heterogêneo. 

4.7 Análise de marcadores de estresse oxidativo  

O sobrenadante resultante da purificação de núcleos (item 4.5 acima), foi centrifugado 

a 800xg 10 min. e teve sua quantidade de proteína total dosada pelo método de Bradford 

(BRADFORD, M. M. 1976). 

O nível de peroxidação lipídica (espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS) 

foi medido nos sobrenadantes de encéfalo reagindo malondialdeído (MDA) da amostra com 

ácido tiobarbitúrico (TBA 0,75%). A peroxidação lipídica é um processo pelo qual radicais 

livres reagem com lipídeos de membrana, originando o MDA. Quando aquecido na presença 

do TBA ocorre formação de um composto de coloração rosada, lido 

espectrofotometricamente à 532 nm (YAGI, K. 1998). Tanto a fase orgânica como os brancos 

das amostras foram avaliados em um espectrofotômetro em dois comprimentos de onda, 532 e 

600 nm. Em decorrência do coeficiente de extinção molar do MDA foi possível a 

quantificação do TBARS nas amostras (BUEGE, J. A.; AUST, S. D., 1978). 

A produção de óxido nítrico (NO) foi determinada com base no método de Griess 

(GRISHAM, M. B.; JOHNSON, G. G.; LANCASTER, J. R., 1996). Para tanto, mediu-se o 

https://imagej.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/
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nível total de nitrito (NO2
-
) combinando quantidades iguais de sulfanilamida 1% e N-(1-naftil) 

etilenodiamina 0,1% em ácido fosfórico 2,5% como diluente para criar o reagente de Griess, 

do qual foram aplicados 50 l sobre 50 l de amostra em placas de 96 poços. A absorbância 

foi medida a 450 nm num leitor de microplacas (SoftMax, Molecular Devices). 

Os níveis totais de sulfidrila (tiol) foram determinados utilizando 5,5-ditiobis (2-ácido 

nitrobenzóico), conhecido pela sigla DTNB, ou reagente de Ellman, como descrito em Faure e 

Lafond (1995). O DTNB, adicionado é reduzido pelos tióis presentes na amostra, gerando um 

derivado amarelo, o qual pode ser determinado à 412 nm (AKSENOV, M. Y., 

MARKESBERY, W. R., 2001). 

4.8 Análise estatística 

A análise estatística dos dados obtidos foi realizada nos softwares Minitab™ 14 ou 

GraphPad Prism 6. Os testes estatísticos adequados foram determinados após análise da 

distribuição dos dados com o teste de normalidade de Anderson-Darling. Foram aplicados os 

testes ANOVA de uma via com pós-teste de Tukey ou teste t-não pareado para distribuições 

gaussianas ou teste de Kruskal-Wallis com pós-teste Dunn para distribuições não gaussianas. 
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5. RESULTADOS 

5.1 O envelhecimento em camundongos afeta negativamente o 

desempenho em memória/aprendizado em alguns testes 

comportamentais, e a suplementação reverte os efeitos. 

5.1.1 Massa corporal dos animais após dieta 

A massa corporal dos animais foi verificada antes do início da suplementação, no 30º 

dia da suplementação (e antes dos testes comportamentais), e após o término dos testes 

comportamentais, no dia da eutanásia (52º dia da suplementação). Os dados (Tabela 2 e 

Gráfico 1) mostram que não houve alterações significativas de massa corporal ao longo dos 

experimentos para qualquer grupo, nem diferenças decorrentes da administração da dieta 

suplementada, o que é de se esperar dado que as duas dietas utilizadas são praticamente 

isocalóricas. Também como esperado, há uma clara diferença de massa corporal entre animais 

adultos e animais idosos, já que camundongos ganham massa corporal conforme se 

desenvolvem e posteriormente envelhecem (JEON, J. Y. et al., 2006). 

 

Tabela 2. Massa corporal dos animais antes e depois da suplementação. 

Grupos  Massa corporal dos animais 

   ANTES da suplementação Antes dos testes cognitivos Após os testes cognitivos 

G1 A 21.05 22.8 22.5 

B 22.6 23.6 23.8 

C 21.6 23.5 23.9 

D 21.8 21.3 24.1 

E 21.9 21.3 23.5 

F 12.5 11.07 11.3 

G2 A 30.8 28.5 28.2 

B 30.99 32.6 29.5 

C 29.7 30.9 34.3 

D 29.45 27.6 33.7 

E 30.11 30 31.4 

F * * * 

G3 A 21.2 22.8 23.9 

B 21.1 20.8 22.4 

C 20.99 20.9 20.5 

D 20.97 21.5 22.22 

E 19.7 21.9 22.6 

F 20.2 20.3 23 

G4 A 29.18 33.6 30.5 

B 28.28 28.4 25.9 

C 31.3 34.4 28.4 

D 26.84 28.4 34.5 

E 31.45 29.9 26.6 

F 27.22 27.7 * 

* representa medidas ausentes, por motivo de morte dos animais correspondentes. 

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 
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Gráfico 1. Variações de massa corporal nos diferentes grupos, antes, 

durante, e após aplicação dos testes cognitivos. 
A única diferença observada, e esperada, decorre da diferença de massa existente em 

animais de diferentes idades. Valores expressos em médias e erro padrão da média.  

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto 

maduro suplementado; G4 = grupo idoso suplementado. 

 

 

Outra observação importante nesses dados refere-se ao animal G1F, que apresentou, 

em todas as avaliações, valores de massa corpórea quase 50% inferiores aos dos demais 

animais do mesmo grupo, o que pode indicar alguma condição patológica. Interessantemente, 

esse animal foi justamente um adulto nonperformer em dois dos três testes cognitivos 

realizados.  

5.1.2 Labirinto em Cruz Elevado 

No LCE, todos os animais, à exceção de G1A, G1F, G2D, G2F, e G3A, apresentaram 

TL2 < TL1, indicando bom desempenho memória/aprendizado no LCE (Tabela 3). Saliente-

se que isso mostra que, ao contrário dos demais grupos, todos os integrantes do grupo idoso 

suplementado apresentaram TL2 < TL1. G1A e G3A, animais jovens, surpreendentemente 

apresentaram evidência de ausência de aprendizado. G1F e G2D apresentaram 

comportamento aversivo no braço aberto onde foram colocados (ficaram imóveis), mostrando 

que o teste não conseguiu abordar apenas comportamento de memória/aprendizado, mas foi 

contaminado com a aversividade inerente ao mesmo. Como visto na Tabela 2, G1F é o animal 

com massa corpórea abaixo da média, e por isso foi excluído de todas as análises 

comportamentais. G2F morreu antes dos testes com idade avançada.  

Como os tempos de latência entre diferentes animais dentro do mesmo grupo são 

bastante heterogêneos, optou-se por medir a razão TL1/TL2 como uma forma de comparar a 

eficiência no desempenho de memória/aprendizado no LCE. Os dados por grupo podem ser 

vistos no Gráfico 2, onde foram excluídos da análise o animal G1F (baixo peso) e G2D 

(permaneceu imóvel no aparato nos dois dias de teste) (ver Tabela 3), e permitem concluir 
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que o envelhecimento não pareceu estar associado com prejuízos de memória nos 

camundongos neste teste. Contrariamente, há inclusive uma tendência discreta, mas não 

estatisticamente significante, ao melhor desempenho nos idosos não suplementados com 

relação aos adultos maduros. Entretanto, conclui-se que a suplementação da alimentação dos 

animais idosos tornou o comportamento de memória/aprendizado com aversividade muito 

mais eficiente neste aparato, pelo menos com relação aos animais adultos maduros, 

suplementados ou não. 

 

Tabela 3. Resultados de tempos de latência e razão TL1/TL2 no LCE de todos os grupos. 

Labirinto em Cruz Elevada 
Grupos Latência - tempo (s) 

G1 1º dia (TL1 - aprendizado) 2º dia (TL2 - memória) Razão TL1/TL2 
G1A 40.7 45.21 0.900243309 

G1B 95.67 24.48 3.908088235 

G1C 48.7 24.08 2.022425249 

G1D 63.68 32.99 1.930281904 

G1E 53.15 8.76 6.067351598 

G1F 600 600 1 
G2    

G2A 54.385 19.28 2.820798755 

G2B 79.54 23.27 3.418134938 

G2C 270.425 72.015 3.755120461 

G2D 600 600 1 

G2E 178.845 27.555 6.490473598 

G3       

G3A 92.58 112.49 0.823006489 

G3B 73.24 17.13 4.275539988 

G3C 79.69 21.51 3.70478847 

G3D 42.05 23.79 1.767549391 

G3E 40.84 17.63 2.316505956 

G3F 90.7 21.32 4.254221388 

G4    

G4A 129.455 13.825 9.363833635 

G4B 99 9.295 10.65088757 

G4C 365.905 46.065 7.943232389 

G4D 51.705 14.575 3.547512864 

G4E 89.715 15.94 5.628293601 

G4F 600 34.125 17.58241758 

Animal excluído da análise destacado em sublinhado. 

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 
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5.1.3 Tarefa de Reconhecimento de Objetos  

No caso da TRO, foi avaliado o índice de discriminação de objeto novo (IDON), que é 

igual ao tempo de exploração do objeto novo (ON) sobre o tempo total de exploração (sobre 

ambos os objetos, ON e objeto conhecido (OC), sendo uma porcentagem: IDON = ON*100/ 

(ON+OC), em que se espera que o tempo de contato com o ON seja maior que 50% do tempo 

total de exploração, significando que os animais conseguiram reconhecer o OC. 

A análise estatística dos dados presentes na Tabela 4 não mostra diferença entre os 

grupos, mesmo com a exclusão dos nonperformers (G1F e G4F – animais que não exploraram 

a caixa, ficaram imóveis) (Gráfico 3). No entanto, existiram algumas diferenças que, embora 

não sejam estatisticamente significativas, são interessantes de se salientar: de todos os grupos, 

o grupo G2 (idosos do grupo controle) foi o que teve a menor quantidade de animais capazes 

de reconhecer o OC (2 de 5 - 40%), enquanto o grupo idoso suplementado (G4) teve 4 

animais, entre 5 que responderam ao teste (80%), capazes de reconhecer o OC, apresentando, 

portanto, um índice melhor que os dos animais adultos maduros, suplementados ou não (67% 

e 60%, respectivamente). Apesar de falta de significância estatística no índice de 

reconhecimento do objeto novo, isto implica que o envelhecimento pode ter afetado 

negativamente esse parâmetro, sendo revertido com a suplementação alimentar de forma 

razoável, inclusive foram melhorados os índices dos animais adultos (de 60% para 67%) que 

reconheceram os objetos. 

 

Gráfico 2. Comparativo das razões TL1/TL2 entre os grupos 

experimentais - LCE. 

*Indica diferença estatística para p<0,05 após ANOVA de uma via e 

pós-teste de Tukey; colunas representam médias e barras de erros 

indicam erro padrão da média. 
G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo 

adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso suplementado. 
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Adicionalmente, assim como constatado no LCE, o animal G1F, com massa corpórea 

abaixo da média, também não respondeu ao TRO, enquanto que G2D, que foi um 

nonperformer no LCE, no TRO apresentou déficit de memória. Além disso, animais que 

apresentaram déficit no LCE, como G1A e G3A, no TRO tiveram desempenho satisfatório. 

Isto demonstra que diferentes animais podem ter alterações em tipos específicos de memória, 

e quando alterações estão presentes, não necessariamente afetam todos os tipos de memória 

no mesmo animal. 

 

Tabela 4. Resultados de todos os grupos com relação ao desempenho de memória/aprendizado na TRO. 

Tarefa de Reconhecimento de Objeto 

Grupos IDON = ON*100/ (ON+OC) RECONHECEU OC % 

G1      

G1A 79 SIM 60 

G1B 54 SIM 
G1C 75 SIM 

G1D 39 NÃO 

G1E 22 NÃO 

G1F Não se moveu no teste (nonperformer) - 

G2     

G2A 73 SIM 40 

G2B 45 NÃO 

G2C 54 SIM 

G2D 40 NÃO 

G2E 41 NÃO 

G3     

G3A 56 SIM 67 

G3B 66 SIM 

G3C 32 NÃO 

G3D 65 SIM 

G3E 57 SIM 

G3F 42 NÃO 

G4     

G4A 74 SIM 80 

G4B 91 SIM 

G4C 36 NÃO 

G4D 78 SIM 

G4E 70 SIM 
G4F Não se moveu no teste (nonperformer) - 

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso suplementado. 
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Gráfico 3. Índice de discriminação do objeto novo – 

TRO. 
Os grupos experimentais não diferem entre si na média. Valores 

expressos em média (barras) e erro padrão da média (barras de 

erros). G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso 

controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo 

idoso suplementado. 

 

 

5.1.4 Labirinto Aquático de Morris  

No que diz respeito ao aprendizado e memória no LAM, nenhuma diferença 

estatisticamente significativa foi encontrada, exceto pela melhora desse parâmetro nos 

animais idosos suplementados com relação aos não suplementados (Gráfico 4). Mais uma vez, 

apesar da falta de significância estatística, parece haver uma forte tendência para prejuízo em 

memória/aprendizado no LAM para os animais idosos não suplementados, prejuízo esse 

revertido aos níveis normais dos adultos após a suplementação. 

Os animais G1B, G2B, G3B foram classificados como nonperformers (e excluídos da 

análise) pois os animais jovens (G1B e G3B), ao invés de nadar até encontrar a plataforma 

nos dias de treinamento e no dia do desafio, pelo contrário, eles evitavam o quadrante da 

plataforma, e não subiam nela mesmo quando a encontravam; e quando eram guiados e 

colocados sobre a mesma (segundo o protocolo do teste) não permaneciam sobre a plataforma 

nem por 5 segundos, mas pulavam novamente na água. O animal G1F foi excluído (como em 

todos os testes) por motivo de baixo peso (50% do peso dos demais animais), mesmo sendo o 

único teste em que ele se comportou da maneira esperada. 
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Gráfico 4. Desempenho de memória/aprendizado no 

LAM.  
*indica diferença estatística para p<0,05 no teste t-não pareado. 

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; 

G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 

 

 

5.2 Envelhecimentos, alterações funcionais, e alterações 

cromatínicas em neurônios e gliócitos de camundongos. 

Os resultados indicam alterações estruturais importantes na organização cromatínica e 

nuclear com o envelhecimento em neurônios. Em geral, núcleos de neurônios sofrem 

descompactação cromatínica em animais idosos, o que se conclui pela queda estatisticamente 

significante no valor de OD (densidade óptica média) (Tabela 5).  

 

Tabela 5. Parâmetros de análise de imagem para neurônios corados após reação de Feulgen. 

Grupos Parâmetros 

 Área nuclear (μm
2
)  OD  IOD  Contraste  Entropia 

 M    σ    M  M  M 

G1 51,23 a  0,32 a 0,005  16,60 a  15,46 a  7,26 a 

G2 60,29 b  0,28 b 0,005  17,15 a  15,51 a  7,07 b 

G3 63,27 b  0,30 c 0,005  19,43 b  16,85 a  7,14 c 

G4 63,84 b  0,26 d 0,006  16,55 a    14,73 a*  7,04 b 
IOD, densidade óptica integrada ou valores Feulgen-DNA; M, mediana; OD, densidade óptica média por núcleo;  , média 
aritmética;  x , erro padrão da média. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatisticamente significante para 

p<0,05.* estatisticamente diferente de G3. G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto 

maduro suplementado; G4 = grupo idoso suplementado. 

 

 

 

Há, em animais idosos não suplementados, um aumento discreto no conteúdo Feulgen-

DNA (IOD) (Tabela 5), explicado por um pequeno aumento na quantidade de núcleos 

tetraploides (Figura 1A), mas que não causou alteração estatisticamente significante na média 

do grupo. Sendo assim, considerando valores Feulgen-DNA muito semelhantes, a 
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descompactação pode ser um indício de aumento de área nuclear sem aumento proporcional 

do conteúdo Feulgen-DNA, o que de fato ocorreu (Tabela 5), e em quase todos os núcleos 

(Figura 1E). Essa descompactação veio acompanhada de uma reorganização da cromatina, de 

forma que os núcleos se tornaram um pouco mais homogêneos (queda da Entropia) (Figura 

1C), mas sem alterações substanciais no contraste entre áreas compactadas e descompactadas 

(Tabela 5) (Figura 1D). Isso indica que a descompactação é decorrente simplesmente de um 

maior espalhamento da cromatina num volume nuclear maior, e não de alterações nos níveis 

de compactação de áreas eu- ou heterocromáticas. 
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Figura 1. Análise da distribuição dos parâmetros avaliados para os neurônios. 

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 

 

 

Contrariamente aos testes cognitivos, onde a suplementação alimentar nos animais 

idosos altera alguns parâmetros cognitivos aos patamares observados nos animais mais 

jovens, em termos estruturais, as alterações vistas com o envelhecimento em neurônios, mais 

especificamente o aumento das áreas nucleares associado com descompactação de cromatina, 

não são revertidas, sendo, inclusive, potencializadas (Tabela 5; Figura 3. G4, Nn). Ainda mais 

surpreendente foi constatar que a suplementação nos animais adultos causou as mesmas 
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alterações estruturais vistas nos animais idosos (aumento de áreas nucleares, poliploidização, 

descompactação cromatínica), tendo, dessa forma, uma influência negativa em neurônios 

(Figura 3. G3, Nn.). Esta constatação mostra que os efeitos benéficos da suplementação 

alimentar nos idosos, do ponto de vista funcional, não são acompanhadas de alterações 

estruturais relacionadas com o fenótipo mais jovem. Em outras palavras, as alterações 

nucleares associadas ao envelhecimento em neurônios de camundongos não podem ser 

revertidas pela suplementação alimentar. 

 

Tabela 6. Parâmetros de análise de imagem para gliócitos corados após reação de Feulgen. 

Grupos Parâmetros 

 Área nuclear (m
2
)  OD  IOD  Contraste  Entropia 

 M  M  M  M  M 

G1 21,31 a  0,54 a  11,29 a  44,85 a  7,30 a 

G2 24,18 b  0,48 b  11,40 a  17,98 b  7,21 b 

G3 21,52 a  0,55 a  12,00 b  25,81 c  7,22 b 

G4 24,61 b  0,45 c  11,38 a  19,51 b  7,24 b 

IOD, densidade óptica integrada ou valores Feulgen-DNA; M, mediana; OD, densidade óptica média por núcleo. 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatisticamente significante para p<0,05. G1 = grupo 

adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 

 

 

  

A B 

  

C D 
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Figura 2. Análise da distribuição dos parâmetros avaliados para os gliócitos. 
G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 

 

Já para os gliócitos em geral, assim como constatado para neurônios, há uma 

correlação positiva entre envelhecimento, e descompactação cromatínica, o que se comprova 

pela queda no valor de OD nos animais idosos não suplementados (Tabela 6) (Figura 3. G2, 

Ng.). Assim como para neurônios, não há alterações significativas no conteúdo Feulgen-DNA 

(IOD) em gliócitos, mas há aumento de áreas nucleares com a idade, o que causou um 

espalhamento da cromatina. Entretanto, diferentemente de neurônios, o envelhecimento em 

gliócitos veio também acompanhado de uma alteração substancial do contraste, indicando 

descompactação de áreas previamente heterocromáticas. Assim a descompactação se deu de 

duas formas, pela perda de sobreposição de áreas nucleares antes sobrepostas, diminuindo sua 

OD, e também pela diminuição do grau de compactação de áreas heterocromáticas, também 

contribuindo para a diminuição de OD. Adicionalmente, todas essas alterações levaram a uma 

diminuição do grau de desordem nuclear (diminuição de entropia), com os núcleos adquirindo 

um aspecto ligeiramente mais homogêneo, praticamente imperceptível a olho, mas 

mensurável pelo software de análise (Tabela 6). 

Assim como observado para neurônios, a suplementação alimentar também não 

reverte as alterações associadas com o envelhecimento, inclusive piorando alguns dos 

parâmetros. Novamente, o possível efeito negativo em termos estruturais da suplementação 

observado em animais idosos, foi observado para alguns parâmetros também em animais 

adultos (Tabela 6) (Figura 3. G4, Ng). 

Em todos os grupos e tratamentos avaliados, é importante observar que as alterações 

não foram globais, afetando apenas parte da população de núcleos, como é possível concluir 

pela observação dos histogramas da Figura 2. 
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G1, Nn. G3, Nn. 

  

G2, Nn. G4, Nn. 

  

G1, Ng. G3, Ng. 

  

G2, Ng. G4, Ng. 

Figura 3. Núcleos de neurônios e gliócitos após a reação de Feulgen.  

Os grupos são representados por G1, G2, G3 e G4. Nn. = núcleo de neurônio; Ng = núcleo de gliócito. 

Núcleos destacados pelas setas. No grupo G2 e G3, e principalmente no G4, observam-se núcleos 

aumentados e descompactos, com cromatina mais homogênea e difusa; comparar com o núcleo de 

neurônio do G1. Gliócitos ligeiramente maiores e mais descompactos são observados nos grupos G2, 

e principalmente G4, ao contrário do grupo G1, e G3 com gliócitos mais compactados. É possível 

observar um núcleo de neurônio bastante descompacto em G4, Ng. (não apontado pela seta). G1 = 

grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; 

G4 = grupo idoso suplementado. 
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5.3 Parâmetros bioquímicos e de estresse oxidativo  

Adicionalmente aos parâmetros estruturais, buscou-se avaliar também parâmetros 

bioquímicos relacionados com estresse oxidativo no encéfalo dos camundongos. Sabe-se que 

há uma correlação positiva entre envelhecimento e estresse oxidativo e que alterações em 

enzimas relacionadas com as defesas antioxidantes podem ser observadas em animais idosos. 

A primeira observação importante refere-se ao conteúdo proteico total (Figura 4A), 

para o qual se observou diminuição considerável com o envelhecimento. Analisando os dados 

do ponto de vista estatístico, nota-se que a falta de diferença entre o grupo 4, de idosos 

suplementados, tanto quando comparado com seu controle não suplementado, quanto quando 

comparado com os animais mais jovens, demonstra que a suplementação teve influência 

positiva nesse parâmetro em animais idosos, elevando o conteúdo proteico total para 

patamares intermediários entre os idosos não suplementados e os animais adultos maduros, 

suplementados ou não. Nestes últimos, a suplementação pareceu não surtir qualquer efeito 

mensurável no conteúdo proteico total. 
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Figura 4. Parâmetros bioquímicos e de estresse oxidativo.  
* indica diferença estatística para p<0,05, ANOVA. 

G1 = grupo adulto maduro controle; G2 = grupo idoso controle; G3 = grupo adulto maduro suplementado; G4 = grupo idoso 

suplementado. 

 

De forma surpreendente, entretanto, no que diz respeito aos marcadores de estresse oxidativo, nenhuma 

alteração associada ao envelhecimento ou à suplementação alimentar nos níveis de peroxidação lipídica (Figura 

4.B), presença de nitrito (Figura 4C), ou conteúdo de radicais sulfidrila (Figura 4D) foi encontrada. 

  

* 
* 
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6. DISCUSSÃO 

Os mecanismos moleculares subjacentes às alterações de memória no envelhecimento 

não são atualmente conhecidos, tendo sido apontadas as alterações de cromatina (PENNER et 

al. 2010). Atualmente, há certo número de intervenções para aumentar o tempo de vida 

saudável, que incluem uma intervenção nutricional com restrição calórica (RC), e a inibição 

da via TOR (mTOR). A RC claramente resulta em aumento da longevidade em várias 

espécies, incluindo leveduras, C. elegans, moscas e roedores, mas curiosamente, em primatas 

os resultados são conflitantes (NEWGARD, C. B., SHARPLESS, N. E. 2013). 

Neste trabalho, a suplementação alimentar pareceu provocar melhor desempenho de 

memória/aprendizado nos testes comportamentais LCE, e LAM, sendo que em ambos, o 

grupo idoso suplementado (21 meses) apresentou desempenho melhor ou semelhante ao de 

animais mais jovens. Estes resultados condizem com os efeitos mostrados por estudos in vitro 

e in vivo sobre a suplementação com FC, que promove crescimento de axônios, aumento da 

expressão de proteínas pré e pós-sinápticas específicas, aumento de formações dendríticas, os 

quais são todos pré-requisitos para formação e função de sinapses (SHAH, R. C., et al, 2013; 

RIJPMA, A., et al, 2015). Além disso, alguns estudos mostram que uma maior ingestão de 

ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) está associada ao melhor funcionamento cognitivo, 

menor risco de CCL e doença de Alzheimer (FONTANI, G., et al. 2005; BEILHARZ, J. E.; 

MANIAM, J.; MORRIS, M. J., 2015). 

Mais especificamente, porém, embora a suplementação tenha provocado melhora no 

grupo idoso, o envelhecimento não pareceu estar associado com prejuízos de 

memória/aprendizado no LCE nos camundongos, dada a sobreposição de desempenho entre 

os grupos idosos e mais jovens. Porém, o aparato LCE é de grande aversão para o animal, 

tanto que é utilizado classicamente para avaliação de ansiedade (autor). Dessa forma, os 

animais considerados nonperformers podem simplesmente ter permanecido imóveis por 

reflexo do seu estado aversivo no aparato, e não por prejuízo de memória/aprendizado. 

Há que se considerar também, entretanto, que a ausência de diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos na TRO possa ter sido causada por pouca 

relevância dos objetos utilizados para alguns animais (HEYSER, C. J.; CHEMERO, A., 2012; 

ANTUNES, M.; BIALA, G., 2012). O mau desempenho não se deu em todos os indivíduos 

idosos, assim como nem todos os adultos jovens apresentaram desempenho superior, como 

também foi documentado por Vaucher e colaboradores (2002) em experimento com fêmeas 

jovens (5 meses) e idosas (24 meses) C57/Bl na tarefa de reconhecimento de objetos. 
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No que diz respeito ao desempenho em memória/aprendizado no LAM, houve 

melhora desse parâmetro nos animais idosos suplementados com relação aos não 

suplementados, dado que os resultados do grupo idoso suplementado foram semelhantes aos 

resultados dos grupos mais jovens, suplementados ou não, assim como já observado por Nils 

(2015), porém, em experimentos com ratos. 

Lamberty e Gower (1992) compararam, entre outros parâmetros, a aprendizagem de 

camundongos fêmeas virgens NMRI de 3, 11, 17 e 22 meses de idade. No LCE, o 

desempenho foi drasticamente reduzido em indivíduos com 17 e 22 meses de idade. A 

aprendizagem espacial foi marcadamente prejudicada a partir da idade de 11 meses, como 

indicado por latências mais longas no labirinto aquático. Para a maioria das tarefas, os 

camundongos idosos não apresentavam graus semelhantes de comprometimento entre as 

variáveis comportamentais e, para uma determinada idade cronológica, o grau de 

comprometimento é heterogêneo. Entretanto, foi observado por Vicensa e colaboradores 

(1999) que camundongos NMRI treinados em labirinto aquático apresentam melhor 

desempenho do que os camundongos C57BL, demonstrando que os efeitos de um treinamento 

inicial no labirinto da água podem ser influenciados pelas características da linhagem de 

camundongos. 

Em outro experimento sobre suplementação alimentar e testes comportamentais, 

camundongos sob uma dieta hipercalórica (que sabidamente causa déficits cognitivos como 

no envelhecimento) suplementada com blueberry foram capazes de reconhecer o OC na TRO 

(67% do tempo de exploração no ON), ao contrário dos animais sob dieta hipercalórica sem 

suplementação. Da mesma forma, no LAM, os animais com dieta hipercalórica passaram 

menos frequentemente pelo local da plataforma do que os animais com dieta hipocalórica, e 

os animais com dieta hipercalórica suplementada com blueberry apresentaram resultados 

semelhantes aos animais em dieta hipocalórica no LAM (CAREY, A. N.; GOMES, S. M.; 

SHUKITT-HALE, B., 2014). No entanto, no ensaio de Harrison e colaboradores (2009) sobre 

dieta e comportamento de animais, foram administrados suplementos dietéticos em longo 

prazo a camundongos idosos APP/PSEN1 (duplo transgênico para DA) contendo apenas 

vitamina C (1g/kg ração), ou vitamina C em combinação com vitamina E em alta dose (750 

IU/kg ou 1125 mg/kg), ou em dose mais baixa (400 IU/kg ou 600 mg/kg). A combinação 

vitamínica de alta dose prejudicou o desempenho de camundongos de ambos os genótipos 

(transgênico e selvagem) no LAM. O tratamento com doses mais baixas de vitamina C e E 

atenuou os déficits de memória espacial em camundongos APP/PSEN1, e melhorou o 

desempenho do tipo selvagem no LAM. 
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Com relação aos animais nonperformers, a literatura científica mostra que é mais 

comum encontrá-los entre camundongos do que entre ratos, sendo o problema mais comum 

no LAM o de que alguns camundongos flutuam e parecem desmotivados para escapar do 

tanque (VORHEES, C. V.; WILLIAMS, M. T., 2006), assim como ocorreu com alguns 

animais no presente trabalho. 

Os resultados indicaram alterações estruturais importantes na organização cromatínica 

e nuclear com o envelhecimento em neurônios, em que os núcleos de neurônios de animais 

idosos apresentaram aumento de área nuclear, sem aumento proporcional do conteúdo 

Feulgen-DNA, mostrando descompactação, a qual veio acompanhada de uma reorganização 

da cromatina, tornando-se os núcleos mais homogêneos, com maior espalhamento da 

cromatina num volume nuclear maior, o que, de fato, ocorre geralmente em núcleos de 

neurônios em animais idosos (RODRIGUES, H. F. et al, 2014). Da mesma forma, para os 

gliócitos em geral houve uma correlação positiva entre envelhecimento e descompactação 

cromatínica, com aumento de áreas nucleares sem alterações significativas no conteúdo 

Feulgen-DNA, o que causou um espalhamento da cromatina. Entretanto, diferentemente de 

neurônios, o envelhecimento em gliócitos veio também acompanhado de uma alteração 

substancial do contraste, indicando descompactação de áreas previamente heterocromáticas, 

uma diminuição do grau de desordem nuclear, com aspecto ligeiramente mais homogêneo. 

Assim como observado para neurônios, a suplementação alimentar também não reverte as 

alterações associadas com o envelhecimento, inclusive piorando alguns dos parâmetros. 

Pelo fato de os neurônios serem considerados células pós-mitóticas (ciclo celular 

parado em G0) (HERRUP, K.; YANG, Y., 2007), espera-se que o aumento do conteúdo de 

DNA (IOD) signifique aumento na ploidia (FRADE, J. M., 2010). Alguns dados indicam que 

a tetraploidia neuronal também possa indicar a reativação do ciclo celular, como foi visto em 

neurônios retinais de galinhas (MORILLO, S. M., et al 2010), enquanto no caso dos 

neurônios, reentrar no ciclo celular tem sido classicamente sinônimo de apoptose 

(WHALLEY, L. J. et al., 2004). A neurodegeneração pode acarretar a tetraploidização, 

seguida de hipertrofia neuronal, com alteração da função e circuitos neuronais que conduzem 

à neurodegeneração (MOSCH, B., et al. 2007). Assim, o estímulo a tetraploidização 

encontrada nos neurônios de adultos maduros neste trabalho pode estar associada a uma 

agressão tecidual, o que ajudaria a explicar o fato de o desempenho dos adultos maduros nos 

testes comportamentais não ter sido muito diferente do encontrado em animais idosos. 

Os adultos maduros suplementados apresentaram evidências de indução à proliferação 

celular em células gliais. O estímulo à proliferação celular da glia com o tratamento também 
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ocorreu nos animais idosos, embora tenha sido menos acentuado do que nos adultos maduros, 

mas também pelo fato de que em cérebros com idade avançada, em geral, a proliferação glial 

em resposta a uma agressão é menos acentuada do que em cérebros adultos maduros 

(SUSARLA, B. T. S. et al., 2014). A proliferação celular encontrada tanto nos idosos como 

nos adultos maduros suplementados pode ser mais um indicador de efeito negativo da dieta 

sobre os cérebros desses animais (ROLLS, A.; SHECHTER, R.; SCHWARTZ, M., 2009), 

conflitando com os resultados nos testes cognitivos, isso se for considerado que a presença de 

estímulo à proliferação celular e a descompactação da cromatina sejam sempre efeitos 

negativos. 

Alterações estruturais na cromatina podem estar associadas a alterações de padrão de 

expressão gênica, os quais, por sua vez, podem ter relação com alterações funcionais, como 

por exemplo, mudanças na capacidade cognitiva do animal durante o envelhecimento. Dessa 

forma, a avaliação in situ das alterações morfológicas nucleares pode dar uma ideia de 

possíveis causas estruturais em nível celular para as alterações funcionais detectadas nos 

testes cognitivos. No espaço limitado do núcleo, a cromatina é organizada de forma dinâmica 

e não aleatória, sendo que a topologia cromatínica tem sido já correlacionada com 

mecanismos envolvidos nos processos de memória e aprendizado (WATSON, L. A.; TSAI, L. 

H., 2016). Mas as alterações na cromatina que ocorrem durante o processo de envelhecimento 

são mal documentadas e compreendidas em organismos superiores, tais como mamíferos 

(KREILING, J. A. et al., 2011). 

O estresse oxidativo tem sido visto como um fator contribuinte no envelhecimento e 

na progressão de várias doenças neurodegenerativas (DIZDAROGLU, M., 1992). O aumento 

da produção de espécies reativas de oxigênio juntamente a uma redução na defesa 

antioxidante associada à idade afeta diretamente a atividade sináptica e a neurotransmissão 

dos neurônios, levando à disfunção cognitiva (TÖNNIES, E.; TRUSHINA, E., 2016). O 

cérebro tem se mostrado um órgão vulnerável ao estresse oxidativo devido ao seu alto 

consumo de oxigênio e de ácidos graxos poli-insaturados facilmente oxidáveis; além de 

apresentar menor atividade antioxidante em relação aos demais tecidos (FINKEL, T.; 

HOLBROOK, N. J., 2000). Em condições normais, o sistema neuronal é capaz de neutralizar 

os processos oxidativos regulando o seu equilíbrio homeostático. No entanto, a ideia de que o 

estresse oxidativo aumenta com o avanço da idade tem sido correlacionada com maior 

suscetibilidade à disfunção mitocondrial e lesão neuronal e, por consequência, às doenças 

neurodegenerativas (ARLT, S., et al, 2002).  No presente trabalho, embora tenha sido 

observada diminuição considerável do conteúdo de proteína total com o envelhecimento, com 
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influência positiva nesse parâmetro em animais idosos suplementados, surpreendentemente, 

não foram encontradas alterações associadas ao envelhecimento ou à suplementação alimentar 

quanto às análises de marcadores do estresse oxidativo: TBARS (espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico), Griess e conteúdo de sulfidrilas totais, os quais se relacionam à peroxidação 

lipídica, biodisponibilidade de óxido nítrico e o efeito antioxidante de proteínas, 

respectivamente. Algo semelhante resultou dos experimentos de Hosseini e colaboradores 

(2017), que mostraram que a expressão gênica das principais respostas ao estresse oxidativo 

não coincide com a neuroinflamação no envelhecimento ou com a susceptibilidade regional 

aumentada a doenças neurodegenerativas importantes e, portanto, não é preditiva da 

neurodegeneração no envelhecimento. Seus resultados foram obtidos após analisar a 

expressão na transcrição de genes de resposta inflamatória inata em onze regiões cerebrais 

representativas, incluindo frontal, parietal, temporal inferior, cingulado, occipital, córtex 

entorrinal, caudado, putamen, tálamo, substância negra e vermis cerebelar em cérebros 

humanos idosos. De forma semelhante, López-González, Cordomí, e Ferrer (2017) realizaram 

estudo sobre suplementação alimentar em ratos com ácido β-D-manurônico (M2000), um 

agente anti-inflamatório e anti-envelhecimento imunossupressor não esteroidal, o qual 

apresentou efeitos favoráveis em várias enzimas e na expressão gênica da resposta 

antioxidante, embora estes achados não tenham sido acompanhados de diferenças 

estatisticamente significativas nos níveis dos marcadores de oxidação de lipídeos e proteínas, 

e capacidade antioxidante total.  

Como se vê, os resultados obtidos neste trabalho não são óbvios em conectar, ao 

mesmo tempo, o desempenho cognitivo com as alterações em parâmetros morfométricos de 

organização de cromatina em células neuronais e neurogliais, e ainda com o estresse oxidativo 

nos encéfalos dos animais estudados. Mas também, pouco ainda se sabe sobre as causas do 

comprometimento cognitivo no envelhecimento normal, visto que as preocupações com a 

síndrome do CCL são quase exclusivamente pelo fato de ser um fator de risco para doenças 

neurodegenerativas (ANCELIN, M. L. et al, 2006), sendo frequentemente não estudada de 

forma exclusiva. Isto torna necessária a realização de mais estudos com enfoque sobre os 

mecanismos celulares e fisiológicos que levam ao declínio cognitivo decorrente do avanço na 

idade.   
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7. CONCLUSÃO 

 A suplementação alimentar provocou melhor desempenho de memória/aprendizado 

nos testes comportamentais LCE, e LAM, com perfil do grupo idoso suplementado 

melhor ou semelhante aos animais mais jovens; 

 Os resultados comportamentais, porém, não foram acompanhados das alterações na 

organização cromatínica e na resposta de estresse oxidativo, com relação aos animais 

suplementados;  

 Núcleos de neurônios de animais idosos apresentaram descompactação e 

reorganização cromatínica nuclear, tornando-se os núcleos mais homogêneos, e a 

cromatina mais difusa dentro de um volume nuclear maior, como é característico de 

neurônios idosos; 

 Foi encontrada uma tendência ao perfil estrutural idoso da cromatina de neurônios em 

animais mais jovens suplementados, com exacerbação nos idosos suplementados; 

 Ocorreu o mesmo para os gliócitos, em geral; porém, o envelhecimento em gliócitos 

veio acompanhado de descompactação sutil de áreas previamente heterocromáticas; 

 A proliferação da glia, encontrada tanto nos idosos como nos adultos maduros 

suplementados, pode ser mais um indicador de piora nas alterações relacionadas ao 

envelhecimento; 

 Nos parâmetros bioquímicos dos encéfalos não foram encontradas alterações 

associadas ao envelhecimento ou à suplementação alimentar nos níveis dos 

marcadores de estresse oxidativo, o que é corroborado por estudos em que o perfil de 

estresse oxidativo não foi preditivo da neurodegeneração no envelhecimento; 

 Assim, são necessários mais estudos no sentido de promover, através dos alimentos, a 

manutenção da função cognitiva em adultos saudáveis, e a prevenção contra um maior 

declínio daqueles já acometidos de perdas significativas em cognição. 
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APÊNDICE A 

 

Seção LCE 

 

Foto de autoria própria do aparato usado para o teste LCE, mostrando os dois braços abertos e os dois braços 

fechados 

Seção TRO 

 

Esquema de autoria própria com visão superior da caixa onde é realizada a TRO. A: Vista superior da caixa da 

TRO com dois objetos idênticos em uma das extremidades (primeira exposição). B: Vista superior da caixa da 

TRO com dois objetos diferentes em uma das extremidades (segunda exposição). 

 

Seção LAM 

 

Tanque de água usado no LAM. A: Esquema de autoria própria com visão de um corte longitudinal do tanque, 

mostrando a plataforma e uma pista visual nas paredes do mesmo. B: Fotografia de autoria própria, com vista 

superior do tanque utilizado no LAM, com a representação da divisão do mesmo em quadrantes. 

 

 


