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RESUMO

O avanco da idade traz consigo alguns desafios, incluindo mudancas que
ocorrem de forma fisioldgica, como o declinio cognitivo, afetando a memoria, o
aprendizado e a atencdo. Sabe-se que a nutri¢cdo pode influenciar o funcionamento do
sistema nervoso central e suas fungdes cognitivas. O manjericdio comum (Ocimum
basilicum L.) é conhecido pelos vérios beneficios para a salde associados ao seu
consumo, incluindo o seu efeito antioxidante e anti-inflamatério. Portanto, no presente
estudo, o objetivo foi analisar e comparar o potencial efeito benéfico da ingestdo de
manjericdo nas fungbes cognitivas em camundongos idosos, quando ocorre declinio
cognitivo leve e em animais mais jovens, quando ainda ndo existem alteracOes
funcionais deletérias detectaveis. Para isso, 0 manjericdo foi utilizado como suplemento
alimentar para camundongos fémeas C57BL/6 adultos maduros e adultos idosos. Os
animais dos grupos tratados receberam, de quatro a sete meses, um preparado contendo
uma mistura de racdo extrusada padrdo triturada (5 g) e um homogenato aquoso de
folhas frescas de manjericdo (1,2 mg in 10 mL), o qual era repeletizado e seco em
estufa. Posteriormente, os camundongos foram testados cognitivamente na tarefa de
reconhecimento de objetos (TRO), labirinto em cruz elevado (LCE) e labirinto aquatico
de Morris (LAM). O declinio cognitivo associado a idade, a memoria e o aprendizado
foram avaliados e os resultados, além de comprovarem alteracGes cognitivas deletérias e
dependentes da idade em camundongos, somadas a um possivel efeito ansiolitico do
envelhecimento, demostraram efeitos benéficos da ingestdo de manjericio em
camundongos idosos, especialmente. Neste estudo, também foi evidenciado um possivel
efeito estimulante e/ou ansiogénico do manjericdo nos animais suplementados, evidente
principalmente em animais adultos maduros. Assim, a ingestéo diaria com manjerico a
longo prazo, gracas, possivelmente, as suas atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias, pode modular aspectos cognitivos e comportamentais, por exemplo,
diminuindo a perda de memoria associada a idade, ou funcionando como um agente

estimulante/ansiogénico.

Palavras-chave: Cognicdo. Envelhecimento. Memoéria. Ocimum  basilicum.

Suplementacéo alimentar.



ABSTRACT

Advancing age brings with it some challenges, including changes that occur
physiologically, such as cognitive decline, affecting memory, learning and attention. It
is known that nutrition can influence the functioning of the central nervous system and
its cognitive functions. Common basil (Ocimum basilicum L.) is known for the various
health benefits associated with its consumption, including its antioxidant and anti-
inflammatory effect. Therefore, in the present study, the aim was to analyze and
compare the potential beneficial effect of dietary basil ingestion on cognitive functions
in aged mice, when mild cognitive decline occurs and in younger animals, when there
are still no detectable deleterious functional changes. For this, basil was used as a food
supplement for mature adult and elderly adult C57BL/6 female mice. The animals from
treated groups received, between four to seven months, a preparation containing a mix
of grounded rodent extruded chow (5 g) and an aqueous homogenate of fresh basil
leaves (1.2 mg in 10 mL), which was repelleted and oven dried. Later, the mice were
cognitively tested in the novel object recognition (NOR), elevated plus maze (EPM) and
Morris water maze (MWM). Age-associated cognitive decline, as well as memory and
learning were evaluated, and the results, in addition to proving deleterious age-
dependent cognitive changes in mice, added to a possible anxiolytic effect of aging,
demonstrated beneficial effects of basil ingestion, especially in mature adults. In this
study, a possible anxiogenic effect of basil in supplemented animals was also
evidenced, evident mainly in mature adult animals. Thus, long-term daily ingestion of
basil, possibly thanks to its antioxidant and anti-inflammatory activities, can modulate
aspects cognitive and behavioral effects, for example, decreasing age-related memory

loss, or functioning as a stimulant/anxiogenic agent.

Keywords: Aging. Cognition. Food supplementation. Memory. Ocimum basilicum.
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1 INTRODUCAO

Os avangos médicos e melhoras no sistema publico de salde contribuiram na
reducdo da mortalidade por doengas infecciosas, bem como na reducdo de doencas néo
comunicaveis na populacdo idosa, auxiliando no aumento da expectativa de vida,
devido a melhoria dos cuidados médicos, vacinacdo e higiene. No entanto, a expectativa
de salde ndo aumentou na mesma proporcao (WILMOTH, J. R., 2000; EGGLESTON,
K. N.; FUCHS, V. R, 2012).

O envelhecimento é caracterizado pelo declinio progressivo e inevitavel da
funcdo dos o6rgaos, culminando com a morte do organismo. Com o avancar da idade, as
doengas cardiacas e o cancer tornam-se mais frequentes, assim como a doenca de
Alzheimer, que é uma doenca neurodegenerativa. Portanto, idosos que sobrevivem com
boa salde até o fim da vida sdo casos raros (DONG, X.; MILHOLLAND, B.; VIJG, J.,
2016).

Em idosos, 0 envelhecimento, no que diz respeito ao sistema nervoso central
(SNC), é caracterizado por declinio cognitivo, o qual ocorre como consequéncia de
mudancas estruturais no cérebro, associadas a diminuicdo da plasticidade sindptica. A
neurogénese € afetada e as alteragcdes na plasticidade, assim como a perda sinaptica,
tornam os idosos mais propensos a desenvolver doengas do SNC (AUNAN, J. R. et al.,
2016).

Atualmente, o ser humano tem uma expectativa de vida maior, o que torna ainda
mais importante entender os mecanismos envolvidos no envelhecimento fisiol6gico
para retardar alguns de seus efeitos secundarios. Conforme demonstrado em diferentes
espécies, 0 dano ao material genético leva ao envelhecimento que, no SNC, pode ser
evidenciado como uma reducgdo extrema do cOrtex cerebral e do hipocampo, associada a
um grande aumento ventricular (LOERCH, P. M. et al., 2008; MATHERS, C. D. et al.,
2015).

O declinio cognitivo ndo ocorre apenas como consequéncia de doencas
neurodegenerativas, mas também no envelhecimento fisiolégico. Com o
envelhecimento, as regiGes cerebrais responsaveis pela consolidacdo da memoria
declarativa, a aprendizagem espacial, a memoria de trabalho e atencdo tornam-se
prejudicadas (KAUSLER, D. H., 1994; BETTIO, L. E. B.; RAJENDRAN, L.; GIL-
MOHAPEL, J., 2017).
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Sabe-se, por exemplo, que a Unica forma efetivamente testada em mamiferos de
aumentar a expectativa de vida é por meio da restricdo caldrica, seja aguda ou cronica.
Porém, hd muito se sabe que a nutri¢cdo pode influenciar no envelhecimento de varios
tecidos, bem como no funcionamento do SNC e em suas fungdes cognitivas
(GRANTHAM-MCGREGOR, S., 1984; MARTI-NICOLOVIUS, M.; AREVALO-
GARCIA, R., 2018).

O manjericdo (Ocimum basilicum), erva pertencente a familia Lamiaceae, €
utilizado como medicamento potencial na medicina tradicional e em rituais religiosos,
sendo também utilizado na culinéria internacional e como condimento de alimentos e
bebidas (HUNI, 2021). E a principal planta consumida pelas populagdes europeias,
sendo seu consumo in natura associado principalmente a dieta mediterranea, a qual se
baseia no amplo consumo de gréos inteiros, frutas, vegetais, legumes, laticinios e carne
branca (SIMOPOULOS, A. P., 2001). Essa dieta estd relacionada a uma baixa
incidéncia de doengas neurodegenerativas, além da reducdo do risco para o
desenvolvimento de cancer e de doencas cardiovasculares (VISIOLI, F. et al., 2004).

Consumido naturalmente ou processado, 0 manjericdo é apreciado também pelo
seu Oleo essencial. Na medicina alternativa, partes do manjericdo séo usadas para fazer
chés. Ja na culindria popular, o manjericdo é utilizado como tempero para ser
consumido em guisados de carnes e peixes, saladas, sopas e licores (FAVORITO, P. A.
et al., 2011), além de ser comumente utilizado em molhos para massas e pratos a base
de tomate (BOWER, A.; MARQUEZ, S.; MEJIA, E. G., 2016).

Na medicina popular, 0 manjericdo é usado como analgésico abdominal, anti-
inflamatdrio e no tratamento de disturbios neurolégicos, como ansiedade, enxaqueca e
dores de cabeca. Na medicina Ayurveda, uma antiga terapia indiana, 0 consumo de
alimentos frescos é promovido. O manjericdo é conhecido na Ayurveda como “a rainha
das ervas” devido as suas propriedades medicinais, sendo util para o corpo ¢ a mente.
Acredita-se que o consumo diario de manjericdo previne doencas, promove salude, bem-
estar e longevidade, além de ajudar a reduzir o estresse (MAHAJAN, N. et al., 2013;
OPARA, E. I.; CHOHAN, M., 2014).

E amplamente aceito que vérias partes da planta possuem acdo antialérgica,
antioxidante, radioprotetora e anticarcinogénica. 1sso se deve a rica composicdo do
manjericdo que contém linalol, eugenol, geraniol, 1,8-cineol, alfa-pineno, dentre outros,

que o torna util para fins fitoterapicos na indastria farmacéutica e cosmética



16

(PRAKASH, J.; GUPTA, S., 2000; ADHVARYU, M. R. et al., 2008; RAMESH, B.;
SATAKOPAN, V. N., 2010; KADIAN, R.; PARLE, M., 2012).

Em um estudo realizado por Sarahroodi e col. (SARAHROODI, S. et al., 2012),
usando modelo animal, foi demonstrado que a administracdo de diferentes doses de
Ocimum basilicum aumentou a retencdo e recuperacdo da memoria. Em outro estudo,
realizado em 2018, Singh e colaboradores (SINGH, V.; KRISHAN, P.; SHRI, R., 2018)
utilizaram extrato alcodlico de folhas de manjericdo e descobriram que, quando
administrado ap6s a inducdo de danos cerebrais em camundongos, houve melhora da
memoria e diminuicdo do déficit neuroldgico, indicando efeito neuroprotetor do
manjericao.

Alguns estudos anteriores avaliaram o potencial do manjericdo na melhora
cognitiva, porém tais estudos utilizaram animais que ndo sdo considerados idosos (até 9
meses de idade) (KUSINDARTA, D. L.; WIHADMADYATAMI, H.; HARYANTO,
A., 2018) e, na grande maioria, houve a indugdo de algum dano cognitivo antes do
tratamento, ndo avaliando, portanto, o declinio cognitivo leve fisiologico dependente da
idade (RAGHAVENDRA, M. et al., 2009).

Além disso, a maior parte dos estudos foi realizada com a administracdo de
extratos etanodlicos de manjericio (MALVE, H. O. et al., 2014). Solventes -como o
etanol- utilizados para aumentar a eficiéncia de extracdo e reduzir o tempo de extracéo,
sdo toxicos, sendo, portanto, fluidos de extracdo nao seguros para ervas, plantas e afins
(CHENG, Y. et al.,, 2021). Ainda, as folhas integrais contém todos os nutrientes e
compostos, ao contrario dos extratos e 6leos em que sdo extraidos determinados tipos de
compostos, mas ndo todos.

No presente estudo, foram usados animais que envelheceram naturalmente, os
quais receberam folhas de manjericdo misturadas a racdo para roedores, com 0 intuito
de avaliar os possiveis beneficios cognitivos e comportamentais da ingestdo dessa erva
durante o declinio cognitivo leve associado a idade, dado o extenso uso dessa planta na
alimentacdo humana, e dos relatados beneficios do uso de seus Gleos essenciais e

suplementos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fatores associados com o envelhecimento celular no SNC

Os distarbios degenerativos dependentes da idade levam a uma deterioracao
progressiva da funcdo e estrutura dos tecidos. Esse fendmeno acontece como
consequéncia do envelhecimento, que se caracteriza por alteragbes morfoldgicas,
funcionais e bioquimicas, ocorrendo desde uma célula e se expandindo para todo o
organismo. No final da década de 50, prop6s-se a teoria dos radicais livres, segundo a
qual o estresse oxidativo seria a causa para o envelhecimento, sendo o metabolismo
oxidativo mitocondrial a fonte do excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs),
cujos niveis, com o avancar da idade, aumentam, sendo estes diretamente responsaveis
por danos cumulativos ao DNA, proteinas e lipidios (HARMAN, D., 1956).

Além de serem fruto do metabolismo oxidativo normal, os radicais livres podem
advir de outras fontes como tabagismo, radiagdo, dentre outros. O estresse oxidativo é
resultado do desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade das defesas
antioxidantes em elimina-los, consequéncia do aumento da producdo de EROs,
associado ou ndo ao baixo consumo alimentar de antioxidantes, ou a diminuicdo da
expressdo de enzimas e entidades antioxidantes do préprio organismo (HALLIWELL,
B., 1997; MCCORD, J. M., 2000).

A producdo de EROs, associada ao dano oxidativo as macromoléculas
celulares, fornece um ambiente propicio para que haja o desenvolvimento de doencas
associadas ao envelhecimento (LINDSAY, D. G.; ASTLEY, S. B., 2002; LEE, J;
KOO, N.; MIN, D. B., 2006). O estresse oxidativo, portanto, pode se relacionar ao
envelhecimento pelas variacbes na geracdo ou eliminacdo de EROs (BENZI, G,
MORETTI, A., 1995). Ocorrendo de maneira persistente, pode causar dano celular e
apoptose, conduzindo a perda da homeostase biolégica e ao comprometimento da
funcéo dos 6rgdos (ROMA-MATEOQ, C. et al., 2018).

O processo de envelhecimento celular se difere da senescéncia celular. O
envelhecimento celular se inicia desde o nascimento e se estende até que ocorra a morte,
estando associado a processos de danos e alteragdes celulares relacionadas ao tempo e
ao uso. Assim, o processo de envelhecimento afeta qualquer tipo celular,
independentemente de sua capacidade proliferativa. A senescéncia, por sua vez,

compreende um conjunto de mudancas relacionadas a parada da atividade mitética da
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célula e os resultados sdo efeitos deletérios no organismo, tornando-o mais suscetivel a
doencas crénicas (BALCOMBE, N.; SINCLAIR, A., 2001; GAVA, A. A.; ZANONI, J.
N., 2005).

A senescéncia celular pode ser induzida por estresse, por exemplo em resposta a
eventos moleculares danosos, ou replicativa, resultante de perda telomérica
(PARTRIDGE, L.; GEMS, D., 2002). No primeiro caso, a resposta esta associada a
mudancas fenotipicas, como resultado da ativacdo de programas de expressao génica em
resposta a diferentes agentes estressores, limitando a expectativa de vida proliferativa da
célula (FRANCICA, P.; AEBERSOLD, D. M.; MEDOVA, M., 2017). Descrita pela
primeira vez na década de 60 (HAYFLICK, L.; MOORHEAD, P. S, 1961), a
senescéncia replicativa decorre da perda de DNA telomérico que ocorre a cada divisdo
celular, sendo considerada um dos marcadores de envelhecimento, e esta relacionada a
morbidade e comorbidade da maioria das doengas associadas a idade (LOPEZ-OTIN et
al., 2013).

O processo de senescéncia celular pode ser causado, portanto, pelo atrito dos
telomeros, estresse oxidativo, radiacdo, outros agentes de dano ao DNA, dentre outros
mecanismos (COPPE, J.-P. et al., 2010; CAMPISI, J., 2013), levando a mudancas
morfoldgicas e bioquimicas (MCHUGH, D.; GIL, J., 2018). As células senescentes,
além de hiporeplicativas, sdo metabolicamente alteradas e adquirem um fendtipo
secretdrio de fatores pré-inflamatérios (HERNANDEZ-SEGURA, A. et al., 2017).
Dessa forma, a0 mesmo tempo em que a senescéncia atua como um mecanismo
antitumoral por limitar a replicacdo de células pré-neoplasicas, seu acimulo também
impulsiona o envelhecimento do organismo através da diminuicdo da capacidade
replicativa celular (COLLADO, M.; SERRANO, M., 2010; VAN DEURSEN, J. M.,
2014), com consequéncias negativas, inclusive, a manutencdo dos nichos de células
progenitoras adultas (RODIER, F.; CAMPISI, J., 2011).

O envelhecimento cerebral se diferencia do de todos os outros 6rgdos uma vez
que é composto, dentre outros tipos celulares, pelos neurbnios, que sdo células pos-
mitoticas diferenciadas nas quais os teldmeros supostamente ndo encurtam com o passar
do tempo (ISAEV, N. K. et al., 2013). No SNC, o envelhecimento se caracteriza por
uma deterioracdo progressiva das fung@es cognitivas, alem da perda de massa tecidual e
probabilidade aumentada de desenvolvimento de doengas neurodegenerativas.
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Ao longo do envelhecimento normal, os neurbnios pds-mitdticos do SNC
apresentam danos ao DNA, aumento da variante de histonas associada a
heterocromatina, macroH2A, e aumento da producdo de IL-6 (MALLETTE, F. A. etal.,
2007; COPPE, J.-P. et al., 2008; KREILING, J. A. et al., 2011), sendo este um dos
eventos que conduz a neurodegeneracdo (KIECOLT-GLASER, J. K. et al., 2003;
ACOSTA, J. C. etal., 2013).

Além disso, ocorre a perda do nimero, diametro e comprimento dos dendritos
nos neurénios (PAGE, T. L. et al., 2002). Sugere-se que 0s principais causadores do
envelhecimento sejam o acumulo de EROs e altera¢cdes nos programas moleculares
genéticos e epigenéticos (YANKNER, B. A.; LU, T.; LOERCH, P., 2008).

A maior parte do oxigénio utilizado pelo cérebro é consumido pelas
mitocondrias. A producdo de radicais livres nesse processo é alta. Em um cérebro
saudavel, ocorre o equilibrio entre a producdo de radicais livres e a capacidade das
defesas antioxidantes os eliminarem. J& em um cérebro envelhecido, enzimas
antioxidantes como glutationa redutase (GR) e superoxido dismutase (SOD) tendem a
estar menos ativas, em associacdo com uma maior producdo de EROs (LEUTNER, S.;
ECKERT, A.; MULLER, W. E., 2001). Com isso, ocorre acumulo de radicais livres e
consequente estresse oxidativo. O estresse oxidativo, por sua vez, danifica, dentre outras
macromoléculas, o DNA nuclear e mitocondrial, colaborando para o aumento da
disfuncdo mitocondrial e para a diminuicdo na atividade das células cerebrais. Esse
processo prejudica o desempenho do individuo nas atividades relacionadas a
aprendizagem, memoria e cogni¢do (GRIMM, A.; ECKERT, A., 2017).

Adicionalmente, com o avancar da idade, ocorrem danos as estruturas
neurovasculares, incluindo reducdo da membrana basal e perda de pericitos. Tais
eventos contribuem para o comprometimento da barreira hematoencefélica (BHE) e,
consequentemente, vazamento vascular (SOTO, I. et al., 2015). Como observado em
camundongos e humanos, esse evento estaria relacionado ao declinio cognitivo
dependente do hipocampo e que ocorre no envelhecimento fisiologico (MONTAGNE,
A. et al., 2015). O vazamento vascular que ocorre com o dano na BHE permite que
proteinas neurotoxicas adentrem o SNC, resultando em neuroinflamagéo, morte celular
e estresse oxidativo (ENCIU, A. M.; GHERGHICEANU, M.; POPESCU, B. O. et al.,
2013).
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No envelhecimento fisioldgico, ocorrem transformagdes orgéanicas, morfoldgicas
e funcionais, dentre elas a desregulacdo do sistema imunoldgico caracterizada pela
imunossenescéncia, levando a inflamacdo crénica conhecida como inflammaging, um
fendmeno de baixa intensidade, controlado, sistémico e assintoméatico no curto prazo
(GIUNTA, S., 2006). A teoria inflamatdria molecular do envelhecimento defende que o
estresse oxidativo relacionado a idade ativa fatores transcricionais redox-sensiveis,
causando a regulacdo positiva da expressdo génica pro-inflamatéria (Fig. 1).
Consequentemente, ocorre a producdo elevada de citocinas pré-inflamatérias, levando a
inflamacdo em diversos tecidos. Esse processo inflamatério se torna cronico,
contribuindo para o envelhecimento e para o desenvolvimento de doengas cronicas
(CHUNG, H. Y. etal., 2000; CHUNG, H. Y. et al., 2006).

ERO, inflamagio ¢ envelhecimento

Estimulo f—uyp <

Ativacio do fator de
transcricio (NF-kB)

I

1 Genes pro-
inflamatérios
Inflamacio cronica T Moléculas pro-
(danos celulares e inflamatérias (citocinas,
teciduais) quimiocinas, iNOS)

Envelhecimento ¢
doengas associadas a
idade

Figura 1. Relagdo entre EROs, inflamagdo e envelhecimento. Fonte:
KREGEL, K. C.; ZHANG, H. J. (2007), adaptado.
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Nesse processo inflamatorio crénico, ocorre o aumento sérico de citocinas
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-
1B), levando a danos e degeneragao tecidual a longo prazo (BRUUNSGAARD, H. et
al., 1999; MICHAUD, M. et al., 2013). Esse processo chega até o SNC por vias como o
nervo vago, pelos 6rgdos circunventriculares e plexo coroide (TRACEY, K. J., 2002;
CZURA, C. J;; TRACEY, K. J,, 2005; JANIG, W.; GREEN, P. G., 2014).

A sinalizacdo inflamatdria elevada decorrente da idade, que envolve, além dos
neurdnios, a micréglia ativada, astrdcitos e células endoteliais, causa a neuroinflamacéo,
cuja continuidade contamina as células vizinhas as tornando senescentes também. A
producdo elevada de radicais livres nesse processo conduz a déficits cognitivos,
comprometendo neurdnios do hipocampo e levando a perda de memoria. Ha, portanto,
um ciclo vicioso, no qual o estresse oxidativo causa inflamacdo, a qual, causa mais
estresse oxidativo (MATTSON, M. P.; MAGNUS, T., 2006, LOPEZ-VALDES, H. E.;
MARTINEZ-CORIA, H., 2016).

2.2 Cognicao e envelhecimento

Devido ao aumento da populacdo idosa, compreender o envelhecimento a nivel
molecular e celular se torna necessario. O cérebro humano executa fungbes cognitivas a
partir de quase 100 bilhGes de neurdnios e células gliais. Além disso, esse 6rgdo recebe
15% do débito cardiaco, possuindo alta demanda energética (SOKOLOFF, L. et al.,
1977). O envelhecimento pode ser notado a partir de déficits cognitivos e motores que
aumentam progressivamente em idosos (CURRERI, C. et al., 2018). Velocidade de
caminhada mais lenta, passos mais curtos e diminui¢cdo do comprimento da passada sao
inerentes as alteracdes de mobilidade observadas com o avancar da idade (HERSSENS,
N. et al.; 2018). Além disso, a recuperacdo de informacdes, a velocidade de
processamento e a inibicdo de resposta também sdo afetadas (HARADA, C. N.;
NATELSON LOVE, M. C.; TRIEBEL, K. L., 2013).

A cognicdo é uma funcdo cerebral que compreende a atencdo, a memoria, a
linguagem e as habilidades visuo-espaciais, por exemplo. A medida que a idade
aumenta, ocorrem mudancas notaveis referentes a cognicédo, afetando a qualidade de
vida (TUCKER-DROB, E. M., 2019). O aprendizado e a evocagdo de memorias sdo 0s

dominios cognitivos mais afetados no envelhecimento normal, ao passo que a fala, a
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linguagem e a memdria processual sdo menos afetadas (HARADA, C. N.; NATELSON
LOVE, M. C.; TRIEBELD, K., 2013).

A performance em tarefas que exijam memdria de trabalho, velocidade de
processamento e plasticidade cognitiva, declina, apés a meia-idade, de maneira
constante, devido a perda de potencial biolégico (SALTHOUSE, T. A., 2009), por
exemplo, com prejuizos nos sistemas sensoriais, como visdo, audicdo e equilibrio
(WILLIAMS, K. N.; KEMPER, S., 2010). A maioria dos individuos apresenta perda
cognitiva significativa aos 60 anos de idade, com declinio generalizado aos 75 anos,
sendo que a velocidade de percepcdo € principalmente afetada (SCHAIE, K. W.;
WILLIS, S. L.; CASKIE, G. I, 2004).

O declinio cognitivo pode ser governado por diversos fatores como dieta, estilo
de vida e danos oxidativos, 0s quais atuam na integridade cerebral comprometendo a
plasticidade neural, a atividade da rede neural, os sistemas anti-inflamatorio e
antioxidante, dessa forma afetando as fungdes cognitivas e cerebrais (BAGHEL, M. et
al., 2017). Com isso, ocorre a reducdo do volume das substancias cerebrais branca e
cinzenta, encolhimento da glia e dos neurbnios e degeneracdo sinaptica
(SALVADORES, N. et al., 2017).

O declinio cognitivo associado a idade esta relacionado a perdas sinépticas,
podendo estas serem o resultado de acimulo de peptideo beta-amiloide responsavel por
causar estresse oxidativo, inflamacdo e comprometimento vascular (QUERFURTH, H.
W.; LAFERLA, F. M., 2010). Como relatado no topico anterior, por possuir um elevado
consumo de oxigénio, o cérebro estd sujeito a sofrer estresse oxidativo, que se
caracteriza pelo desequilibrio entre as defesas antioxidantes celulares e a producéo de
EROs (KRINSKY, N. I., 1992). A desregulacdo do metabolismo celular que ocorre com
0 avangar da idade contribui para o aumento da concentracdo de EROs, que, por sua
vez, colabora com o processo de envelhecimento, por meio de modificacdes oxidativas
de lipideos e proteinas (SASTRE, J. et al., 2000). Além desses danos estruturais, as
EROs também ativam a via de sinalizacdo do fator nuclear kappa-B (NF-kB) que,
consequentemente, ativa genes associados ao envelhecimento celular, cuja atividade
provoca imunossenescéncia e inflamacdo (SALMINEN, A.; KAARNIRANTA, K.,
2009).

O declinio cognitivo associado a idade pode ser fisiolégico ou patoldgico. O

envelhecimento fisioldgico ocorre como resultado de maturacdo, levando a mudancas
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nas funcdes cognitivas. Durante o envelhecimento fisioldgico, ocorrem modificagdes
morfoldgicas e funcionais no cérebro, que afetam sinapses e arvores dendriticas,
neurotransmissores, circulacdo, metabolismo do cérebro, aprendizagem, memoria,
sistema motor e sensorial, dentre outras (WEINERT, B. T.; TIMIRAS, P. S., 2003). O
envelhecimento patoldgico, por sua vez, se relaciona a doencas e traumas cerebrais,
sendo essa uma consequéncia do estilo de vida e variagdo genética (REESE, C. M.;
CHERRY, K. E.; COPELAND, A. L., 2000).

Os impactos nas funcdes cerebrais envolvem alteracdes na formacao e evocacao
de memodrias, por exemplo, com diminui¢do das memarias de reconhecimento e de curto
prazo, além da velocidade de processamento (PARK, D. C. et al., 2002; JAMES, L. E.;
FOGLER, K. A.; TAUBER, S. K., 2008; GILCHRIST, A. L.; COWAN, N.; NAVEH-
BENJAMIN, M., 2008). J& a memoria episodica, apesar de geralmente apresentar
declinio detectavel cerca de 3 a 8 anos antes da morte do individuo, pode ter seu
declinio iniciado ja a partir dos 35 anos, com estabilidade até os 60 anos (RABBIT, P.,
2005).

O envelhecimento saudavel estd relacionado com a composi¢do genética e
fatores ambientais (FINKEL, D.; PEDERSEN, N. L., 2004, KILMOVA, B.; VALIS,
M.; KUCA, K., 2017). O desempenho cognitivo no idoso saudavel melhora apos
treinamento ou pratica cognitiva (HERTZOG, C. et al.; 2008), ao mesmo tempo em que
individuos que possuem maior escolaridade apresentam melhor desempenho cognitivo
quando idosos, possivelmente devido a maior possibilidade de emprego, maior renda e
apoio social. Ter um estilo de vida em que haja estimulos intelectuais causa maior
manutencdo da cogni¢do e melhor funcionamento no dia a dia, podendo ser desde
atividades de lazer até atividades complexas (GROSS, A. L. et al.; 2011), enquanto os
exercicios fisicos, por exemplo, atuam como neuroprotetores no envelhecimento
humano, concomitantemente ao aumento de volume do hipocampo, sendo que idosos
que praticam atividade fisica possuem um risco 38% menor de declinio cognitivo (LIU-
AMBROSE, T.; BEST, J. R, 2017). Ja a suplementacdo nutricional tem se mostrado
eficaz na melhora do comprometimento cognitivo durante o envelhecimento
(VLACHOS, G. S.; SCARMEAS, N., 2019).

Em camundongos, os déficits relacionados a idade comecam a aparecer entre 6 e
12 meses de idade, afetando a viséo, a audigéo, o tato, entre outros (RADULESCO, C.

I. et al., 2021). O declinio cognitivo de comportamento e sensorial, relacionado ao
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envelhecimento, ndo esté associado a perda de neurénios em sua maioria, mas devido a
hiperexcitabilidade neuronal e a mudancas na plasticidade dos contatos sinapticos nos
neurdnios, com perda de sinapses excitatorias e alteracdes na interacdo com as células
da glia (FISCHER, C. et al.; 2020; SALAS, L. H.; BURGADO, J.; ALLEN, N. J.,
2020). Ha& também alteragdes na sensibilidade dos receptores de neurotransmissores,
incluindo o sistema dopaminérgico, muscarinico, opioide e adrenérgico (JOSEPH, J. A.
et al,, 1978; EGASHIRA, T.; TAKAYAMA, F.; YAMANAKA, Y., 1996). Tais
alteragcdes parecem ocorrer principalmente o hipocampo (FAN, X.; WHEATLEY, E.
G.; VILLEDA, S. A., 2017).

2.3 Neurodegeneracao e neuroprotecao

A neurodegeneracdo € um processo que leva a um dano neuronal irreversivel
seguido de morte celular, o qual esta associado ao envelhecimento e as doencas
neurodegenerativas. O cérebro utiliza 1/5 do oxigénio disponivel a partir da respiragéo,
além de produzir altos niveis de radicais livres, se tornando propenso ao estresse
oxidativo e ao envelhecimento rapido (PRASAD, et al., 1999; FLOYD, R. A., 1999). O
envelhecimento € o fator de risco de maior impacto para a ocorréncia de
neurodegeneracdo (HOU, Y. et al., 2019).

O envelhecimento cognitivo é governado pela dieta, estilo de vida, danos
oxidativos e outros. Tais fatores alteram o cérebro em niveis estrutural, neuroquimico e
de expressdo génica, levando ao comprometimento dos sistemas antioxidante e anti-
inflamatorio, plasticidade neural e processos cognitivos (BAGHEL, M. et al., 2017).

A neuroprotecdo se baseia em estratégias para defender o SNC contra leséo
neuronal causada devido a distdrbios neurodegenerativos. A nutri¢do e as intervencdes
na dieta durante o envelhecimento trazem implicacbes para o declinio cognitivo e
deméncia (DAUNCEY, M. J., 2014). Sendo assim, o consumo de plantas medicinais
esta relacionado a neuroprotecdo, pois atua na prevencdo de doencas do SNC (ADAMS,
M.; GMUNDER, F.; HAMBURGER, M., 2007; HO, Y. S.; SO, K. F.; CHANG, R. C.
C., 2010).

A capacidade cognitiva, bem como a integridade funcional e estrutural do
cérebro se tornam comprometidas devido ao desequilibrio nutricional. Vitaminas,
minerais, &cidos graxos e micronutrientes com fungbes anti-inflamatorias e

antioxidantes tém sido eficazes no combate ao envelhecimento cognitivo
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(MCGRATTAN, A. M. et al., 2019). Além do mecanismo natural dos organismos de
manter os niveis de EROs abaixo do limiar citotoxico (conhecido como defesa
antioxidante, que atua neutralizando o desequilibrio da homeostase redox das células),
0s antioxidantes provenientes do consumo de ervas funcionam como eliminadores ndo
enzimaticos induzidos por dieta (CAO, G.; SOFIC, E.; PRIOR, R. L., 1997).

Os nutracéuticos, que podem ser suplementos alimentares, padrdo alimentar,
fitoquimicos, alimentos funcionais ou medicinais fisiologicamente benéficos contra
doencas, sdo responsaveis por mitigar os déficits cognitivos em idosos, além de proteger
contra distdrbios cognitivos associados a idade (NEALE, C. et al., 2013).

Os polifenois, por exemplo, sdo um tipo de nutracéutico presentes em plantas
medicinais, que atuam na neuroprotecdo, melhorando o comprometimento cognitivo
(CARRILLO, A. J. ZAFRILLA, M. P.; MARHUENDA, J., 2019). Os flavonoides sdo
um tipo de polifenol, que atuam, por exemplo, inibindo as atividades de beta- e alfa-
secretase, além de aumentar os niveis de proteinas neuromoduladoras. Em outra classe
de flavonoides, ocorre a melhora da cognicdo devido ao mecanismo semelhante ao do
efeito neuroprotetor do estrogénio (LEE, Y. B. et al., 2004; SOKOLOV, A. N. et al.,
2013).

A dieta mediterrnea é um padrdo alimentar conhecido por estar associado ao
envelhecimento cognitivo mais lento (LOURIDA, I. et al., 2013), que consiste em
priorizar 0 consumo de alimentos vegetais, azeite e peixes e evitar o consumo de
produtos derivados do leite, &lcool, carne e ovos. Comprovadamente, o efeito
neuroprotetor da dieta mediterranea foi evidenciado na melhora da memdria episodica,
memodria tardia e memdria de trabalho em idosos (VALLS-PEDRET, C. et al., 2015;
LOUGHREY, D. G. et al., 2017; SOLFRIZZI, V. et al., 2017). Tais efeitos positivos
estdo relacionados com a composicdo nutricional da dieta mediterranea, como acidos
graxos, antioxidantes e vitaminas, que atuam mitigando disfung¢fes cognitivas, além de
preservar a integridade estrutural do cérebro, diminuir o dano oxidativo e
neuroinflamacdo (GU, Y. et al., 2010; HUHN, S. et al., 2015; ARIDI, Y. S.; WALKER,
J. L.; WRIGHT, O. R. L., 2017).

2.4 Aspectos nutricionais e envelhecimento
A medida que a expectativa de vida aumenta, os casos de deméncia e distdrbios

cerebrais associados a idade aumentam também. Na antiguidade, a humanidade contava
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com o auxilio de remédios naturais para distirbios do SNC. Na atualidade, o interesse
por tratamentos naturais tem ressurgido, por serem considerados tratamentos mais
“leves” (ADAMS, M.; GMUNDER, F.; HAMBURGER, M., 2007).

Os regimes alimentares, também conhecidos como intervengdes nutricionais,
atuam melhorando a saude e longevidade, e retardando o processo de envelhecimento
(DE CABO, R. et al., 2014). Estudos demonstram que a suplementacdo alimentar
aumenta os niveis de antioxidantes no cérebro e tecidos. A restricdo caldrica, por sua
vez, é definida como reducdo na ingestdo de calorias sem haver desnutricdo. Em seres
humanos, a restricdo de 15% do valor diario de calorias pode ter beneficios contra a
mortalidade no envelhecimento (WILLCOX, B. J.; WILLCOX, D. C, 2013). Isso ocorre
devido a reducdo na liberacdo do horménio do crescimento, insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1l), que aceleram o envelhecimento
(FONTANA, L.; PARTRIDGE, L.; LONGO, V. D., 2010). Em roedores, uma dieta
restrita em proteinas diminuiu os niveis séricos de IGF1, trazendo beneficios cognitivos
(LONGO, V. D.; MATTSON, M. P., 2014).

2.5 Plantas medicinais

Uma planta ou especiaria se caracteriza pela folha, raiz, semente, estigma ou
casca de uma planta que é utilizada para fim de cozimento, com o objetivo de agregar
sabor aos alimentos, substituindo o sal (TAPSELL, L. C. et al., 2006).

As plantas sdo conhecidas por seus beneficios medicinais, dentre eles a protecdao
contra doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, cancer e diabetes mellitus, por
exemplo (KAEFER, C. M.; MILNER, J. A., 2008; IRITI, M. et al., 2010). Os
fitoterapicos sdo medicamentos originados a partir de plantas medicinais. Seu uso teve
inicio quando a humanidade se atentou para as mudangas nas fungdes corporais que
algumas plantas causavam, sendo usadas desde os povos antigos, em diferentes regides
geogréficas (SCHNEIDER, R. H. et al., 2002), primeiramente com 0s chineses em
4000-5000 a.C., sendo o seu uso posteriormente difundido na india (AMRANI, S. et al.,
2006).

Algumas plantas sdao conhecidas por suas propriedades “antienvelhecimento”, ja
que fornecem nutrientes importantes, auxiliam no tratamento de doengas e aliviam seus

sintomas, favorecendo o bom funcionamento de diversos 6rgdos e a salde do
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organismo. A composi¢do quimica dos fitoterpicos pode incluir &cidos graxos,
flavonoides, esterois, alcaloides, glicosideos, terpenos e taninos (ODY, P., 2017).

A maior fonte de antioxidantes na dieta humana é proveniente do consumo de
ervas, sendo que a concentracdo de antioxidantes aumenta com o processo de
desidratacdo da erva (CARLSEN, M. H. et al., 2010). Os antioxidantes atuam agindo
em locais-chave na rede de sinalizagdo funcional da célula, por meio de proteinas
quinases, fosfatases e outras (LEONARDUZZI, G.; SOTTERO, B.; POLI, G., 2010).

2.6 Manjericdo (Ocimum sp.)

Ha diferencas de opinides se a origem do manjericéo € africana ou asiatica, uma
vez que se trata de uma planta cultivada ha séculos (RYDING, O., 1994). As migragdes
geogréaficas distantes introduziram variacdes de manjericdo a partir de cruzamentos
naturais (GUPTA, R., 1994).

No Brasil, a espécie Ocimum basilicum L. (Fig. 2) é conhecida como
manjericdo, basilicdo, alfavaca cheirosa, entre outros (Fig. 2). Na india, é conhecida

como tulsi, ja nos Estados Unidos é conhecida como sweet basil (JUCA, E., 2000).
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Figura 2. Espécime de Ocimum basilicum L. Fonte:
JANNUZZI, H. et al., 2019.

O manjericdo foi escolhido pelos indianos para ser utilizado nos tribunais em
casos de juramento (SANTOS, E. F., 2007). E também usado no comércio como planta
ornamental. Para os italianos, 0 manjericdo ja foi considerado como um simbolo de
amor e é utilizado ainda hoje como decoracdo em Portugal (GARDE, A.; GARDE, N.,
1977; PRENIS, J.; DUDLEY, E. C.; CARTER, A. J., 1990).

O manjericdo também é utilizado como condimento em paises meridionais
compondo pratos de carne, saladas e guisados. Também é usado na confeitaria
(manjericdo doce) e compde molhos, ketchups, coberturas, vinagre etc. (SANTOS, E.
F., 2007). E usado com fins medicinais para combater diarreias, infertilidade, vomitos e
colicas intestinais. Melhora o funcionamento renal (é diurético), alivia a tosse e
bronquite. E também antisséptico e auxilia na reducdo de espasmos musculares
(PANIZZA, S., 1997; RUDDER, E. A. M. C., 2002).

A diversidade de espécies do género Ocimum (Fig. 3) ocorre devido a
polinizacdo cruzada, levando a um exacerbado numero de subespécies, formas e
variedades (SIMON, J. E. et al., 1999). Aproximadamente 50 a 150 espécies estdo
incluidas no género Ocimum. Nesse género, sdo encontrados, por exemplo, Ocimum
americanum, Ocimum basilicum, Ocimum gratissimum, Ocimum minumum, Ocimum
tenuiflorum, dentre outras espécies (ALBUQUERQUE, U. P.; HOLANDA, C. A. L.
1998).
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M O OM® O m

Figura 3. Diversidade de espécies do género Ocimum. a: Alfavaca basilicdo; b: Alfavaca
verde; c: Dark Opal; d: folha de alface; e: Folha fina; f: Grecco a Palla; g: Local Hortalica;
h: Manjericdo Citral; i: Manjeric8o roxo; j: Manjericdo vermelho; k: Manjericdo vermelho
rubi; I: Ornamental; m: Minette Ando. Fonte: ISHIKAWA, F. Y., 2017.

'

Dentre os tipos de manjericdo, sdo encontrados manjericdes de folhas pequenas
(andes), manjericoes com ‘“folha de alface”, manjericoes verdadeiros (genovese e
manjericdo doce) e manjericdes roxos (dark opal, rubin, purple tuffles) (CAROVIC-
STANKO, K. et al., 2011).

A espécie Ocimum basilicum L. possui a maior diversidade, uma vez que possuli
0 maior nimero de tipos entre todas as espécies, sendo comumente encontradas seis
variedades (var. basilicum cv. Genovese, var. basilicum cv. Sweet Basil, var. difforme
Benth., var. purpurascens Benth., cv. Dark Opal, e var. thyrsiflorum L.). As variedades
de plantas da espécie Ocimum basilicum resultam em plantas com aromas diversos,
sendo eles aroma doce, de canela, limdo, cravo, canfora e anis (ALBUQUERQUE, U.
P.; HOLANDA, C. A. L., 1998; VIEIRA, R. F.; SIMON, J. E., 2000).

Para determinar o tipo de manjericdo, normalmente sdo feitas analises quimicas
do o6leo essencial produzido pela planta (SIMON, J. E. et al., 1999). Além das
diferengas quimicas, é possivel observar diferencas morfoldgicas, por exemplo
caracteristicas do caule, coloragdo, forma das folhas (Fig. 4) e frutos, ou até mesmo o
aroma (BLANK. A. F. et al., 2004, FAVORITO, P. A. et al., 2011). O manjericéo ¢
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uma erva comumente encontrada em feiras e apresenta variagfes de acordo com a
cidade, regido e estabelecimento de procedéncia da planta. Devido a essa variedade, 0s
cultivares variam em tamanho, cor e aromas distintos, dentre eles o aroma de liméo,
rosa, canfora, madeira, fruta e licor (SANSON, A. D., 2009).

Basilicio Manjericio Santo Manjericio doce

Figura 4. Diferencas morfoldgicas de folhas de trés espécies
comuns de manjericdo. Basilicdo: Ocimum basilicum L.; Manjericdo
santo: Ocimum sanctum; Manjericdo doce: Ocimum basilicum.
Fonte: Quora (com modificacdes).

O manjericdo comum (Ocimum basilicum L.) é uma das diversas espécies de
manjericdo encontradas ao redor do mundo, que, além de seu uso culinario difundido,
estd incluida na categoria de plantas medicinais, sendo, portanto, também conhecida por
suas varias propriedades terapéuticas. Possui sabor doce e apresenta seguranca para o
consumo (SINGH, V.; AMDEKAR, S.; VERMA, O., 2010). E uma planta de baixo
custo, sem contraindicacdes e pode ser encontrada no mundo todo (SINGH, V.
AMDEKAR, S.; VERMA, 0., 2010). Possui folhas pequenas, crescimento colunar e
ramos arroxeados. O manjericdo, bem como as plantas medicinais, séo uma fonte de
metabolitos secundarios e 6leos terapéuticos.

De forma geral, a planta possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias,
sendo utilizada no tratamento de disturbios neuroldgicos. Nesse sentido, estudos

indicam que o0 manjericdo é capaz de reduzir marcadores de estresse oxidativo, como
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substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS), cuja concentracdo celular é um
marcador de peroxidacdo lipidica, 6xido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H202),
ao mesmo tempo em que aumenta a atividade de defensores antioxidantes como
glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST),
glutationa redutase (GR) e catalase (CAT), concomitantemente a inibicdo da secre¢do
de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6, e aumento de citocinas anti-
inflamatorias como prostaglandina E2 (PGE2) e interleucina 4 (IL-4) (ABD El-
GHFFAR, E. A. et al., 2018). A inibicdo da oxidacdo de lipoproteina de baixa
intensidade (LDL) e disfungdo mitocondrial também podem contribuir com os efeitos
benéficos do consumo dessa erva (GRAYER, R. J. et al., 1996). As propriedades
antioxidantes de plantas como o manjericdo estdo relacionadas a presenca de grupos
funcionais hidroxila (-OH) e de ligagdes duplas conjugadas em diversas de suas
moléculas, por exemplo, nos flavonoides (AGGARWAL, B. B.; SHISHODIA, S.,
2004).

A composicdo gquimica das plantas varia de acordo com a localizacdo geogréafica
em que a planta foi cultivada, bem como a época da colheita, forma de cultivo, estacdo
do ano e condicBes climaticas. O manjericdo € uma erva rica em polifenois, estando
presentes nessa classe os flavonoides, os taninos e os acidos fendlicos. Os flavonoides
sd0 um grupo de compostos de baixo peso molecular de origem vegetal, cuja
concentracdo em ervas da familia Lamiaceae é de aproximadamente 0,2-0,4 g / kg
(SHAN, B. et al., 2005). Atuam como antioxidantes e anti-inflamatdrios, sendo que uma
de suas principais acBes antioxidantes se deve a eliminacdo de EROs, incluindo
superéxido (O2) e 6xido nitrico (NO) (HEIINEN, C. G. et al., 2002), enquanto no
espectro anti-inflamatorio, tém como alvo enzimas de respostas anti-inflamatorias
(TAPSELL, L. C. et al., 2006), atuando, por exemplo, através da inibicdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), oxido nitrico sintase (através de iNOS) e proteina C-reativa
(PCR), além de diminuir a secrecdo de NF-kB e TNF-a, ao mesmo tempo em que
suprimem a sintese induzivel de NO, inibem a lipo-oxigenase (LOX) e reduzem a
secrecdo de IL-6 (RUBIO, L.; MOTILVA, M. J.; ROMERO, M. P., 2013).

A composi¢cdo quimica do manjericdo também varia entre as espécies. No
entanto, observa-se com frequéncia o linalol, metil-chavicol, metil-eugenol, eugenol,
estragol, 1,8-cineol, geraniol, dentre outros. Para a espécie Ocimum basilicum L. hé a

presenca de 53 integrantes quimicos de acordo com Chalchat e outros (1999). Segundo
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Jannuzzi e colaboradores (2019), na analise quimica de Ocimum basilicum L. cultivado
no Distrito Federal, os principais componentes encontrados foram o linalol (66%),
seguido de 1,8-cineol (10%) e eugenol (7%), aproximadamente.

A seguir, seguem o0s principais constituintes do manjericdo e suas caracteristicas.
O linalol (3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-ol) (Fig. 5) é prevalente em diversas espécies de
plantas aromaticas, sendo utilizado na medicina tradicional para o alivio de sintomas e
cura de doencas (CROTEAU. R.; KUTCHAN, T. M.; LEWIS, N. G., 2000; PEANA, A.
T. et al.,, 2006). Seu uso estd associado a atividades biologicamente ativas, com
propriedades antimicrobianas e anticancerigenas (KAMATOU, G., P., P.; VILJOEN,
A., M., 2008).

Atua no SNC com funcgbes sedativas, anticonvulsivantes e hipotérmicas
(ELISABETSKY, E.; MARSCHNER, J.; SOUZA, D. O., 1995), além de atuar como
anti-inflamatorio e antioxidante (CELIK, S.; OZKAYA, A., 2002), também sendo um
atrativo para insetos polinizadores (CROTEAU, R.; KUTCHAN, T. M.; LEWIS, N. G.,
2000). O linalol possui efeito neuroprotetor, conforme demonstrado em casos de
isquemia global induzida, onde sua administracdo oral levou a melhora dos
comprometimentos neurolégicos, motores e cognitivos (SABOGAL-GUAQUETA, A.
M. et al., 2018), ou em modelos de danos neuronais causados por estresse oxidativo
induzido por acrilamida (MEHRI, S.; MESHKI, M. A.; HOSSEINZADEH, H., 2014).
A neuroprotecdo associada a administracdo de linalol pode estar relacionada com
inibicdo de estresse oxidativo por parte dessa molécula (PARK, H. et al., 2016).

As acOes antioxidantes do linalol parecem ter um papel importante na melhora
de memodria e aprendizagem espaciais, quando estas sdo prejudicadas ndo apenas por
estresse oxidativo, mas também quando estdo associadas com eventos inflamatdrios.
Nesse sentido, parece que o linalol atua reduzindo as atividades da COX-2 e da IL-1
no hipocampo. Também foi demonstrado seu papel na reducdo da perda de memdria em
modelos de camundongos com Alzheimer (SABOGAL-GUAQUETA, A. M.; OSORIO,
E.. CARDONA-GOMEZ, G. P., 2016) e naquela decorrente de condicdes
neurodegenerativas associadas a disfuncdo mitocondrial e producdo de EROs
(SABOGAL-GUAQUETA, A. M. et al., 2019), ou mesmo no déficit cognitivo induzido
(XU, P. etal., 2017).

Interessantemente, ha dados na literatura que mostram que o linalol pode
apresentar efeito sedativo e hipnoético (ELISABETSKY, E.; MARSCHNER, J;



33

SOUZA, D. 0., 1995; LINCK, V. M. et al., 2010), através da sua interacdo antagonista
competitiva com receptores glutamatérgicos tipo N-metil-d-aspartato (NMDA)
(ELISABETSKY, E.; BRUM, L., 2003; CAMMAROTA, M. et al., 2004) e, portanto,
atuar de forma negativa na formacdo de memdria (COELHO, V. R. et al., 2011).

CHy  H,C OH

G

Hs
Figura 5. Estrutura quimica do linalol. Fonte: DE GROOT, A. (2019).

O 1,8-cineol (Fig. 6), também conhecido como eucaliptol, é considerado o
principal monoterpeno emitido pela vegetacdo na atmosfera (National Center For
Biotechnology Information). Possui odor semelhante a canfora, sendo emitido como
atrativo para polinizadores, como abelhas e mariposas (MURRAY, M. J.; LINCOLN,
D. E., 1970). E utilizado em alimentos, fragrancias e cosméticos devido ao seu aroma. E
atil no tratamento de reumatismo, tosse e asma. Devido a sua propriedade de melhorar a
frequéncia dos batimentos ciliares da membrana mucosa das vias respiratorias,
apresenta capacidades secretoliticas (KASPER, P. et al., 1994). Além disso, também
exibe propriedades antissépticas e antimicrobianas (PATTNAIK, S. et al., 1997).

Em termos oxidativos, o 1,8-cineol € um monoterpeno que atua inibindo a
producdo de EROs e citocinas a partir da regulacao das vias do fator nuclear eritréide-2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) e do NF-kB, respectivamente, possuindo, portanto, papel
terapéutico na doenca de Alzheimer, por exemplo. O 1,8-cineol aumenta a migracédo de
Nrf2 do citoplasma para o nuacleo celular, ativando a transcricdo de enzimas
antioxidantes (SOD e CAT). O Nrf2, por sua vez, se liga ao elemento de resposta
antioxidante e ativa a transcricdo de genes que codificam para antioxidantes, dentre eles
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), quinona oxirredutase 1 (NQO1),
glutationa S-transferase A (GSTA), entre outras (JIANG, Z. et al., 2019).

O tratamento com 1,8-cineol na fase inicial da doenca de Alzheimer atua
inibindo a acetilcolinesterase (AChE), assim como atuam diversos medicamentos
utilizados para o tratamento da doenca. A AChE cliva a acetilcolina (ACh) na fenda
sinaptica, sendo este um neurotransmissor de extrema importancia na transducdo de

sinal no SNC. Uma vez inibindo a AChE, mais ACh estard disponivel, melhorando
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assim a fungédo cognitiva (KAUFMANN, D.; DOGRA, A. K.; WINK, M., 2011). A
atividade antioxidante do 1,8-cineol também foi evidenciada a partir de mondcitos
humanos isolados, nos quais este monoterpeno foi capaz de reduzir a producéo de EROs
e H20. (JUERGENS, U. R. et al., 2005). Estudos anteriores elucidaram que plantas
contendo 1,8-cineol induzem enzimas desintoxicantes, prevenindo o dano oxidativo
(MITIC-CULAFIC, D. et al., 2009).

Descobertas recentes tem sido feitas também com relacdo as propriedades anti-
inflamatorias do 1,8-cineol (SANTQOS, F. A. et al., 2001). Em um estudo realizado por
Juergens em 2014, mostrou-se que a terapia com 1,8-cineol foi capaz de reduzir a
producdo de IL-1p, LOX e ciclo-oxigenase (COX) de mondcitos humanos isolados,

evidenciando seu potencial anti-inflamatorio.
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Figura 6. Estrutura quimica do 1,8-cineol. Fonte: JUERGENS, U. (2014).

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) (Fig. 7) € um fenilpropandide encontrado em
varias especiarias e ervas, possuindo propriedades hidrofobicas que, uma vez ingerido
via oral, chega até o cérebro, sendo, portanto, eficiente em diferentes disturbios
neurolégicos (BAROT, J.; SAXENA, B., 2021). Estudos anteriores mostraram que 0
eugenol possui a capacidade de mitigar o estresse oxidativo, inflamacéo e morte neural
(MA, L. etal., 2018).

E um dos principais componentes responsaveis pelo odor caracteristico do
manjericdo, inibe a COX e a sintese de prostaglandinas (PGs), conferindo efeito
analgésico e anestésico, além de exibir propriedades anticarcinogénica, anticonvulsiva e
anti-inflamatéria (ESCOBAR, R. G., 2002; FATHY, M. et al., 2018). O eugenol
também possui propriedades antioxidativas. Gragas a sua estrutura, o eugenol fixa
radicais fenoxi e recebe atomos de hidrogénio doados (GULCIN, 1., 2011), além de
sequestrar radicais livres a partir do difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), dessa forma
inibindo EROs e NO (BARBOZA, J. N. et al., 2018).
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Consequentemente, esse composto atua eliminando radicais livres, reparando e
reduzindo a incidéncia de danos induzidos pelo estresse oxidativo e assim prevenindo
doencas inflamatdrias cronicas (FUJISAWA, S.; MURAKAMI, Y., 2016), céancer
(PAVITHRA, B., 2014), além de apresentar acdo neuroprotetiva (DUBEY, K. et al.,
2017), constituindo, assim, numa terapia alternativa para transtornos
neurodegenerativos. O eugenol também é conhecido por induzir o fator neurotréfico
derivado do cérebro (brain-derived neurotrophic fator - BDNF) no hipocampo, que tem
a habilidade de aumentar o numero de neurdnios piramidais e suas ramificacdes
dendriticas, além de preservar a sobrevivéncia e plasticidade neuronais (IRIE, Y., 2006).

Tais propriedades podem contribuir para as acbes benéficas do eugenol
administrado via gavagem, observadas anteriormente, ao diminuir a perda de memoria
espacial induzida por escopolamina em camundongos (GARABADU, D.; SHARMA,
M., 2019), ou no aumento do aprendizado/memoria espaciais e de reconhecimento em
camundongos (AKBAR, L. et al., 2021). Nesse caso em especial, 0 melhor desempenho
cognitivo foi associado com diversas ac¢des teciduais decorrentes da administracdo de
eugenol, por exemplo no estimulo a neurogénese, diminuicdo de morte celular neuronal

e aumento da complexidade dendritica, observados no hipocampo.
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Figura 7. Estrutura quimica do eugenol. Fonte: BARBOZA, J. N. et al. (2018).

A administracdo desses componentes em associacdo, como é o caso do 6leo
essencial de manjericdo, tem sido associada ao tratamento da depressdo (ALLI, S. S. et
al., 2017; SENTARI, M. et al., 2019) e da migrania (AHMADIFARD, M. et al., 2020),
assim como com a melhora do déficit cognitivo induzido por brometo de etidio
(GARABADU, D. & SINGH, D., 2020), confirmando, neste ultimo caso, um possivel
efeito neuroprotetor, sendo, entretanto, seu uso voltado para o SNC bastante restrito, de

acordo com os dados disponiveis na literatura.
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Dessa forma, o entendimento dos beneficios do consumo de manjericdo no SNC
ainda é bastante insipiente e merece maior investigacdo. Contudo, é de se esperar que as
propriedades terapéuticas associadas com os diversos componentes quimicos do
manjericdo possam atenuar ou até mesmo prevenir os efeitos deletérios da idade

avangada, no que diz respeito ao comportamento, cogni¢do, aprendizado e memoria.
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3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar os efeitos da ingestdo alimentar de
folhas de manjericdo nas funcdes cognitivas em camundongos.

Mais especificamente, buscamos:

- Avaliar se ha perda cognitiva leve em animais adultos idosos.

- Testar se a ingestdo de manjericdo pode trazer ganhos cognitivos em animais adultos
idosos.

- Investigar se a ingestdo de manjericdo também poderia trazer altera¢es na cognicao
em adultos maduros, sendo estes animais onde ndo existem problemas cognitivos
associados a idade.

A justificativa de testar a eficacia de alguma intervencao nutricional reside na
necessidade prévia de se estabelecer quais os seus potenciais beneficios nas funcoes
cognitivas. Contudo, sabemos que os resultados obtidos podem contribuir no futuro para
intervengoes nutricionais, também no sentido de amenizar os sintomas cognitivos e

sistémicos que costumam aparecer com o avango da idade em seres humanos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Todos os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica na
Utilizagdo de Animais (CEUA) com o protocolo de registro CEUA/UFU 082/19 de
acordo com o que dispbe a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899
de 15 de julho de 2009, e as normas expedidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA).

Foram utilizadas fémeas C57BL/6, fornecidas e mantidas no Biotério Central da
Rede de Biotérios da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU), localizado no
bloco 4U, no bairro Umuarama. A escolha por fémeas se deu pelo fato de os machos
normalmente atacarem seus companheiros de caixa em disputas por territorio, levando a
ferimentos e mortes, havendo, portanto, a necessidade da manutencdo de caixas
individuais. Ja as fémeas convivem pacificamente na mesma caixa, sendo possivel
economizar espacgo nas hacks ventiladas em que os animais sdo mantidos. No presente
trabalho, os animais permaneceram mais tempo do que o habitual nas hacks, de forma a
alcancaram a idade necessaria para a realizacdo dos testes.

A linhagem de camundongos C57BL/6 é utilizada em areas de pesquisa
envolvendo biologia do desenvolvimento, diabetes, obesidade, genética, entre outras.
Além disso, é utilizada para apoiar pesquisas nas areas de comportamento e
aprendizagem, pesquisas envolvendo intervencgdo nutricional e neurobiologia. Em geral,
camundongos dessa linhagem apresentam alta expectativa de vida e baixa
suscetibilidade a tumores (The Jackson Laboratory), o que foi de extrema importancia
neste trabalho, uma vez que os testes também foram realizados em animais idosos.

Iniciaram os experimentos um total de quarenta e oito animais, sendo vinte e
quatro animais adultos maduros (8 meses de vida), que ja atingiram a maturidade
reprodutiva e, portanto, seu desenvolvimento pleno, sendo equivalentes a humanos de
20 a 30 anos, e 0s demais vinte e quatro animais sendo adultos idosos (18 meses de
vida) que, por sua vez, equivalem a humanos de 56 a 69 anos (FLURKEY, K.
CURRER, J. M.; HARRISON, D. E., 2007). A escolha das idades se baseou na
necessidade de avaliar o envelhecimento fisiolégico, sem interferéncia de eventos de

desenvolvimento caracteristicos de animais jovens. Os animais foram adquiridos apds o



39

desmame, em periodos diferentes, de acordo com a capacidade da REBIR de
fornecimento de animais, e mantidos até a idade de uso desejada.

Caélculos estatisticos para determinar o tamanho necessario da amostra a ser
utilizada no estudo foram feitos (CHARAN, J.; KANTHARIA, N. D., 2013) levando a
um resultado muito exacerbado. Consequentemente, o tamanho da amostra foi
determinado empiricamente, de acordo com o0 numero de animais por grupo,
rotineiramente utilizado em experimentos envolvendo testes cognitivos, e disponiveis
na literatura. Dois animais do grupo adulto idoso morreram antes dos testes previstos e
ndo puderam ser substituidos, dado o tempo necessario para envelhecimento.
Entretanto, o nimero de animais solicitados a REBIR previu a necessidade de se ter
pelo menos 10 animais por grupo para os testes previstos, o que foi possivel conseguir.
Dessa forma, essa perda nédo trouxe prejuizo para a presente analise.

Os animais adultos maduros foram separados aleatoriamente em dois grupos
com 12 animais cada. Da mesma forma, os animais adultos idosos foram aleatoriamente
separados em dois grupos com 11 animais cada (12 inicialmente, antes da perda de dois

animais). Portanto, os grupos finais foram:

e Grupo 1, G1, (dieta controle) (n = 12), com camundongos adultos maduros;

e Grupo 2, G2 (dieta suplementada) (n = 12), com camundongos adultos
maduros;

e Grupo 3, G3 (dieta controle) (n=11), com camundongos adultos idosos;

e Grupo 4, G4 (dieta suplementada) (n=11), com camundongos adultos idosos.

Os animais foram identificados de forma individual por letras do alfabeto, por
exemplo, animais do grupo G2: G2A, G2B, G2C, G2D e assim por diante, e tiveram
suas caudas periodicamente marcadas com caneta hidrogréafica, criando-se um padrdo de
bandas e cores que permitisse a identificagdo individual dos animais ao longo de todos
0S experimentos.

Os animais foram mantidos em condi¢des padrdo, em no maximo 5 por caixa,
sendo, estas, isoladores de polisulfona contendo maravalha, com ventilacdo mecanica,
sob controle de ruido, umidade e temperatura, e com ciclo claro-escuro de 12 horas,
racdo e agua ad libitum. Os isoladores e bebedouros eram trocados semanalmente,

lavados e autoclavados para posterior uso.
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4.2 Suplementagéo alimentar

Cada grupo experimental recebeu racdo extrusada padrdo (CR-1 Nuvilab
irradiada), fornecida pela REBIR, ou ragdo suplementada, de acordo com os protocolos
informados a seguir.

A suplementacdo alimentar foi realizada por meio de folhas de manjericéo
comum (Ocimum basilicum L.) (Fig. 8) adicionadas a racéo extrusada padrdo. Para cada
5 g de racdo triturada com o auxilio de um liquidificador, foi adicionado um preparado
contendo cerca de 1,2 mg de folhas recém-moidas de manjericdo em 10 ml de 4gua. Em
seguida, a racdo foi repeletizada manualmente com o auxilio de uma seringa de 20 ml e
posteriormente seca em estufa ventilada a 60 °C por 24 h.

O manjericdo utilizado no presente trabalho foi obtido a partir de uma horta
familiar localizada na cidade de Uberlandia-MG. Os exemplares obtidos foram entéo
cultivados em um vaso localizado internamente, utilizando terra proveniente da propria
horta familiar, com regas diérias. A espécie de manjericdo foi identificada no Herbério
Uberlandense (HUFU), e pelo Prof. Dr. Jean Kleber de Abreu Mattos, do Departamento
de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia (UnB), o qual possui

experiéncia em trabalhar com manjericao.

Figura 8. Folhas de manjericdo (Ocimum basilicum) utilizadas no
presente estudo. Fonte: autoria propria.

A quantidade de manjericdo adicionada a racédo foi determinada de acordo com a
ingestdo média de especiarias comuns pela populacdo europeia. As preferéncias de
ervas frescas variam de pais para pais, mas, em geral, as principais variedades sao

manjericdo e cebolinha (CBI Ministry Of Foreign Affairs).
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Considerando que o consumo de ervas e especiarias na Europa é de 0,5 g /
pessoa / dia e 60-75% desse valor corresponde ao manjericdo, o consumo diario de
manjericdo seria de 0,3 a 0,375 g / pessoa / dia. O peso médio de um europeu é de 70,8
kg (WALPOLE, S. C. et al., 2012), entdo o consumo médio de manjericdo para a
populacédo europeia pode ser estimado entre 4,24 e 5,30 mg de manjericdo / dia / kg.

Por fim, foi calculada a quantidade de manjericdo a ser administrada aos
camundongos, considerando as diferencas de demanda metabdlica e de superficie
corporal entre as duas espécies (camundongo e humano) (NAIR, A. B.; JACOB, S.,
2016). Assim, a quantidade de manjericdo consumida pelos humanos foi multiplicada
por 12,3 para se obter a quantidade equivalente em camundongos, resultando em 52-65
mg de manjericdo / kg de animal / dia. Os camundongos tém aproximadamente 20 g de
peso (0,020 kg); assim, o consumo didrio de manjericdo deve ser de aproximadamente
1-1,3 mg / animal / dia, ou 1,2 mg em média. A quantidade média diaria de racdo
consumida pelos camundongos nas instalacdes da REBIR é de 5 g por animal. Assim,
misturou-se cerca 1,2 mg de folhas de manjericdo a 5 g de racdo, para consumo diario.

A racdo CR-1 Nuvilab, de acordo com seu rétulo, é composta basicamente por
milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato
dicélcico e cloreto de sédio. A composi¢do da racdo controle e da racdo suplementada
com manjericdo, em termos de vitaminas, minerais e aminoacidos, € mostrada na Tabela
1, onde é possivel ver que a contribuicdo da ingestdo de manjericio em termos de
nutrientes e calorias é negligenciavel, exceto pelo incremento com relagdo ao contetido
de vitamina C.

A composicao das dietas foi estimada com base em informacdes do fabricante da
racdo, presentes no rotulo. Como essa formulacdo ndo é completa, e nem todos os
nutrientes sao indicados, por questdes comerciais, foi necessario calcular a proporcao de
farelo de milho integral, soja e trigo presentes na racdo, utilizando o método de Pearson
(Pearson's Square Method), e utilizando as tabelas de composi¢do quimica dos
alimentos disponiveis no website do Departamento de Informatica em Salde da
Universidade Federal de Sdo Paulo (Departamento de Informética em Salude EPM-
UNIFESP ), as quais s@o baseadas no documento SR25, National Nutrient Database for
Standard Reference, do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, USDA
(USDA, 2012). A composi¢do nutricional das folhas de manjericdo foi obtida nas

mesmas fontes, e sua contribuicdo de seus nutrientes para a racdo suplementada foi
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calculada com base na proporcdo entre manjericdo e ragdo que foram misturados.
Importante considerar que essa é uma estimativa da composicdo, uma vez que esta pode
ter sofrido alteracdo razodvel em virtude do processamento pelo qual passaram as folhas

e a racdo suplementada (vide informacdes acima).

Tabela 1. Composicdo das dietas*

Nutriente Unidade  Controle +manjericéo
Calcio (max) mg 70,000 70,002
Lisina mg 70,000 70,001
Metionina mg 25,000 25,000
Magnésio mg 20,028 20,029
Potéssio mg 73,929 73,933
Fésforo mg 40,000 40,001
Acido félico mg 30,000 30,000
Fosfolipideos mg 22,511 22,511
Saédio mg 13,500 13,500
Colina mg 12,000 12,000
Vitamina B5 (pantotenato) mg 0,5600 0,5600
BHT mg 0,5000 0,5000
Flaor (méax) mg 0,4000 0,4000
Vitamina B3 (Niacina) mg 0,3494 0,3494
Ferro mg 0,3420 0,3420
Zinco mg 0,3000 0,3000
Manganés mg 0,2543 0,2543
Vitamina E mg 0,2010 0,2010
Vitamina B1 (tiamina) mg 0,0720 0,0720
Vitamina B6 (piridoxina) mg 0,0600 0,0600
Vitamina B2 (riboflavina) mg 0,0550 0,0550
Cobalto mg 0,0075 0,0075
Vitamina C mg 0,0000 0,0002
Cobre Uy 77,4525 77,4571
lodo ug 10,0000 10,0000
Vitamina A (retinol) Hg 3,750 3,750
Selénio Hg 1,711 1,711
Biotina ug 1,300 1,300
Vitamina B12 (cobalamina) Mg 0,300 0,300
Vitamina K (filoquinona) ug 0,063 0,067
Vitamina D 0] 10,500 10,500
Valor energético kcal 16,896 16,896

*Valores presentes em 5 g de ragao.

A racdo suplementada foi fornecida aos animais por um periodo de, no minimo,
4 meses para os animais adultos maduros e de 6 a 7 meses para 0s animais adultos
idosos até a idade desejada para 0s testes cognitivos, sendo disponibilizada também
durante estes, e at¢é 0 momento da eutanasia. A quantidade de racdo consumida pelos

animais foi monitorada constantemente para avaliar qualquer influéncia da
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suplementacdo nos habitos alimentares. O peso dos animais também foi monitorado

para avaliar qualquer efeito da suplementacgéo sobre este parametro.

4.3 Testes comportamentais

Depois que os animais alcancaram a idade pretendida para os testes, sendo 9
meses e 18 meses para os animais adultos maduros e adultos idosos, respectivamente, 0s
mesmos foram submetidos a trés testes comportamentais para avaliacdo cognitiva.
Foram utilizados a tarefa de reconhecimento de objetos (TRO), o labirinto em cruz
elevado (LCE) e o labirinto aquatico de Morris (LAM). Todos os testes foram
registrados em camera de video para posterior analise no software ImageJ, por meio do
plugin de analise Mouse Behavioral Analysis Toolbox (MouBeAT), um conjunto de
ferramentas para analisar, de forma semiautomatica, diferentes testes comportamentais
em roedores (BELLO-ARROYO, E. et al., 2018) (Fig. 9). A analise visual/manual de
videos de testes comportamentais é laboriosa e demorada. Contudo, a alternativa
disponivel de softwares de analise automatizada se torna, para a maioria dos
pesquisadores da area, demasiado dispendiosa em termos financeiros. Dessa forma, esse
plugin traz uma alternativa de custo zero para a analise de videos de ensaios
comportamentais, sem a riqueza de parametros fornecidos por softwares como o
AnyMaze®, por exemplo, mas com o fornecimento de parametros minimos, na forma de
planilhas Excel, os quais podem ser utilizados para célculos adicionais e obtencéo de
outros parametros de interesse.
A
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Figura 9. Exemplo de area de trabalho para andlise dos videos dos testes comportamentais, utilizando
o plugin MouBeAT para ImageJ. As op¢des do plugin variam de acordo com o teste cognitivo avaliado.
A. determinacdo das configuracdes iniciais para o teste. B. alguns dos resultados obtidos apds analise
do video. Fonte: autoria propria.

Para serem lidos no ImageJ, é necessario primeiramente converter todos os
videos para AVI, utilizando o software ffmpeg, o qual converte os videos para um
formato AVI que possa ser lido pelo ImageJ. Softwares disponiveis comercialmente
para tal fim ndo produzem formatos AVI que sejam compativeis. Uma vez convertidos,
os videos sdo carregados no ImageJ, sendo automaticamente transformados em stacks
dos frames que compBem o video. Os videos devem ser carregados no ImageJ em
escala de cinza. A analise do MouBeAT, portanto, € uma analise sequencial de imagens,
onde cada frame do video € analisado como uma imagem individual, e os dados sdo
entdo compilados automaticamente em planilhas do Microsoft Excel. Em um teste com
3 min de duracdo, com videos a uma taxa de 25 frames/s, o ImageJ analisar e gerara
dados referentes a 4.500 frames. Todo o processo de analise de um unico video dura

cerca de 5 a 10 min, a depender do tamanho do video.

4.3.1 Tarefa de reconhecimento de objetos
A tarefa de reconhecimento de objetos ndo causa estresse ao animal e explora a
preferéncia inata dos roedores por novidades. O protocolo de Lueptow (2017) foi

utilizado, exceto que um campo aberto circular de madeira, na cor branca, com 40 cm
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de didmetro foi usado em vez de uma caixa retangular, para evitar o comportamento do

animal de escolher um canto da caixa para ficar (Fig. 10A).

A B

Figura 10. Viséo superior do campo aberto circular utilizado na tarefa de reconhecimento de objetos.
A: dois objetos diferentes foram colocados em polos opostos do campo circular no dia do desafio. B:
exemplo de objeto utilizado durante os testes. Fonte: autoria propria.

Esse teste teve duracdo de trés dias, sendo o primeiro dia reservado para a
habituagdo do animal no campo aberto. Cada animal foi individualmente colocado na
arena vazia, podendo explorar livremente por um periodo de 5 min, ap6s o qual era
colocado em nova caixa reservada para animais ja habituados. O treino foi realizado 24
h apos a habituacdo, sendo cada animal colocado na arena vazia por 1 min para nova
habituagéo, seguido da retirada do animal da arena e adicdo de dois objetos idénticos
posicionados em polos opostos. Em seguida, o animal era reinserido na arena para livre
exploragdo, sendo o treinamento realizado por 5 min.

Depois de mais 24 h, os animais foram desafiados seguindo 0 mesmo protocolo
do dia anterior (dia do treino), exceto que um dos objetos conhecidos foi trocado por um
objeto novo, ou seja, ao qual os animais ainda ndo haviam sido expostos. Dois
conjuntos de pares de objetos foram usados (Fig. 10B), com cada animal sendo
alternadamente exposto a um par diferente de objetos idénticos durante o treinamento.
A arena e 0s objetos foram limpos com alcool 70% com o auxilio de papel toalha antes
de cada animal ser testado. A escolha dos objetos utilizados neste teste foi feita apos
avaliacdo prévia com outro grupo de animais da mesma linhagem. Objetos com os quais
0s animais ndo apresentassem um bom indice de interacdo eram descartados como
opcdes a serem utilizadas posteriormente, assim como foram descartados do teste
objetos pelos quais 0s animais demonstrassem alguma preferéncia mesmo ao serem

apresentados a estes pela primeira vez.
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As sessOes de treinamento e desafio foram gravadas em video utilizando uma
videocamara digital. Os videos foram posteriormente analisados no Imagel. O
MouBeAT fornece, a partir da andlise dos videos, a distancia total percorrida pelo
animal, o tempo total onde a cabeca do animal esta proxima a cada um dos objetos, o
tempo total no qual o corpo do animal esta proximo a cada um dos objetos, os instantes
especificos nos quais o animal interagiu pela primeira vez com cada um dos objetos,
além do ndmero de vezes que o animal interagiu com cada um dos objetos. A partir dos
dados obtidos foram calculados o indice de exploracdo el (al + b1), que é o tempo total
de exploracdo dos objetos iguais al e bl durante o treino e €2 (a + b), que é o tempo
total de exploracdo dos objetos diferentes a e b durante o desafio. O indice de
discriminacdo absoluta d1 = b-a, o indice de discriminacdo d2 = d1 / e2 e o indice de
preferéncia d3 = 100 * (b / e2) também foram calculados. Valores de d2 maiores que
0,25 ou menores que -0,25 indicam preferéncia por algum dos objetos. Todos os
animais com preferéncia por algum dos objetos idénticos no primeiro dia ndo foram
considerados para andlise estatistica neste teste, uma vez que pelo fato dos objetos
serem idénticos, o animal nao deveria ter preferéncia por nenhum deles.

Esse teste avalia a memoria explicita dos roedores (ENNACEUR, A,
DELACOUR, J., 1989), analisando sua tendéncia natural de exploracdo do ambiente e
objetos novos. Com isso, a presenca de um objeto novo junto a um objeto conhecido no
campo aberto, deve induzir o animal a explorar por mais tempo 0 objeto novo em
detrimento do objeto conhecido. Assim, quanto mais tempo o0 animal interage com o
objeto novo, maior a evidéncia de que ele reconheceu o objeto visto no dia anterior, 0

que é um indicio de memodria.

4.3.2 Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado avalia a interacdo entre aprendizagem/memoria
aversiva e ansiedade, bem como a tendéncia natural do animal de procurar um lugar
onde se sinta mais seguro (FILE, S. E., 1993). A tarefa do animal de escolher entre um
ambiente seguro como o dos bracos fechados, e outro arriscado, como o dos bragos
abertos, é grandemente prejudicada quando existem lesdes hipocampais. Para isso, foi
utilizado um labirinto de madeira em forma de cruz, elevado do solo por suportes de
PVC de 50 cm de altura, com quatro bragos medindo 32,5 x 6 cm cada. Dois bragos séo

abertos (sem paredes), contendo apenas 1 cm de alcado lateral em suas bordas, para
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evitar que os animais caiam. Os outros dois bragos sdo fechados com paredes de 15 cm
de altura. Todos os quatro bracos sdo conectados a um quadrado central com 6 cm de
lado (Fig. 11).

N v ; :

Figura 11. Viséo superior do labirinto em cruz elevado. Dois
bracos abertos sendo mostrados na horizontal e dois bracos
fechados sendo mostrados na vertical. Fonte: autoria propria.

Seguindo o protocolo descrito em Kouémou e colaboradoes (2017), esse teste
teve duracéo de dois dias.

No primeiro dia, considerado o dia do treino, cada animal foi colocado em uma
das pontas do braco aberto com a cabeca voltada para fora do labirinto. O mesmo braco
foi usado para todos os animais testados. A sessdo foi gravada até que o animal entrasse
em um dos bragos fechados até um limite maximo de dois minutos. Uma entrada foi
considerada sempre que o animal entrou no brago fechado com as quatro patas.

Em seguida, o animal era deixado por mais 2 min no labirinto para explorar
livremente e entdo era retirado e colocado em uma caixa para roedores, separado dos
demais. Os animais que ndo entraram em nenhum brago fechado em no méximo 2 min
foram direcionados manualmente a um deles e monitorados por mais 2 min, para que

aprendessem a localizacéo dos bragos fechados.
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Apos 24 h, foi realizado o desafio. Cada animal foi separadamente colocado na
extremidade de um brago aberto, como no dia anterior, e monitorado até entrar em um
braco fechado, tendo o animal um periodo maximo de 2 min para entrar no braco
fechado. O labirinto foi limpo com alcool 70% entre os testes, com o auxilio de papel
toalha.

As sessbes também foram gravadas em video, os quais foram analisados
posteriormente no ImageJ. Com base nos dados obtidos, a laténcia de transferéncia (LT)
no primeiro e no segundo dia foi calculada e comparada para cada grupo experimental.
A laténcia de transferéncia se refere ao tempo que o animal leva para entrar pela
primeira vez em qualquer um dos bragos fechados.

Classicamente, neste tipo de teste, os animais sdo deixados no centro do
labirinto, e 0 tempo em que permanecem nos bragos abertos e fechados é utilizado como
um medidor de ansiedade. Entretanto, para determinacdo da laténcia de transferéncia de
um brago aberto para um braco fechado, como um quantificador de memoria, é

necessario que o animal seja colocado em um braco aberto.

4.3.3 Labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquético de Morris € utilizado para avaliacdo de memoria espacial
(GALLAGHER, M.; BURWELL, R.; BURCHINAL, M., 1993), classicamente
associada as funcdes hipocampais. O protocolo utilizado foi o de um Unico dia, descrito
por Nunez (2008). Uma caixa d’agua de polietileno de 1.000 litros, com didmetro de
1,16 m na base, foi utilizada como piscina (Fig. 12A). Quatro dicas visuais foram
colocadas nas paredes da piscina, diametralmente opostas, com a finalidade de servir
como pontos de referéncia para os animais. A piscina foi preenchida com &gua
suficiente até uma altura aproximada de 15 cm da base.

O aquecimento da &gua foi feito com auxilio de um ebulidor elétrico, mantendo
a temperatura em torno de 26 °C. A 4gua foi tornada opaca com a adicéo de tinta guache
branca atdxica, para impedir que os animais vissem a plataforma quando essa se
encontrasse submersa. De acordo com o protocolo de referéncia, um recipiente
cilindrico de polietileno branco com 11,3 cm de didmetro, o qual foi colocado no centro
da piscina, foi usado como plataforma, ndo havendo, portanto, a divisdo classica da
piscina em quadrantes. A altura da plataforma na agua foi alterada por meio de uma

placa de Petri de vidro embaixo dela. Quando a plataforma devesse estar visivel, a placa
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de Petri estava presente, jA& quando a plataforma devesse estar oculta, mas ainda

presente, a placa de Petri era retirada.

\

\\‘ Plataforma\f

Dicas visuais

A B

Figura 12. Visdo superior do tanque de agua utilizado como labirinto aquatico. A: esquema mostrando a
localizacdo da plataforma central e as dicas visuais distintas colocadas em cada um dos quatro quadrantes
virtuais. B: imagens utilizadas como dicas visuais. Estas foram impressas em papel sulfite e plastificadas.
Fonte: autoria propria.

O teste foi dividido em trés etapas: pré-treinamento, treinamento e desafio. Nas
etapas de pré-treinamento e treinamento, a plataforma foi posicionada no centro do
tanque. Na fase de pré-treinamento, o topo da plataforma estava cerca de 0,5 cm acima
do nivel da agua e visivel aos animais, enquanto na fase de treinamento estava 0,5 cm
abaixo do nivel da 4gua opaca e, portanto, ndo visivel para os animais. Na sessdo de
desafio, a plataforma foi removida da piscina.

No pré-treinamento, cada animal foi colocado na plataforma por um periodo de
20 s, sendo colocado na 4gua com o focinho voltado para uma das pistas visuais (Fig.
12B). Apos encontrar a plataforma, o animal deveria permanecer nela por 10 s. Se
transcorridos 60 s o animal ndo encontrasse a plataforma, este era gentilmente
conduzido até ela e deixado permanecer por 10 s. Esse procedimento foi realizado mais
duas vezes, sequencialmente, voltando o animal para outras duas pistas visuais
diferentes, antes de passar para outro animal.

O treinamento foi realizado de forma semelhante ao pré-teste, mas com a
plataforma submersa e, portanto, ndo visivel aos animais, com monitoramento por 60 s
e 10 s de tempo de plataforma. Cada animal foi submetido a esse procedimento quatro
vezes. Para cada animal, cada sessdo de treinamento foi realizada em triplicata,

alternadamente entre os animais, sendo que a ordem das pistas visuais em que 0S
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animais foram colocados na piscina foram diferentes para cada sessdo. Assim, cada
animal nadou até a plataforma por um total de 12 vezes.

Por fim, os animais foram desafiados na piscina sem plataforma, colocados de
frente para uma das pistas visuais e monitorados por 30 s. Os videos gravados desta
sessdo de desafio foram entdo analisados no ImageJ. Além dos tempos necessarios para
os animais alcangarem a &rea da plataforma, foram avaliadas também as distancias
médias dos animais até a plataforma ao longo do teste, para evitar qualquer interferéncia
nas velocidades de nado, também considerando que nem todos os animais conseguiram
passar pela &rea da plataforma, mesmo nadando préximo a sua localiza¢do, na maioria
das vezes. Apenas 0s animais que atingiram a area da plataforma foram considerados
para avaliacdo, enquanto a analise dos videos foi restrita a um maximo de 30 s para
evitar a extincdo da memdria que pode ocorrer apos um periodo de busca, quando o

animal n&o encontra a plataforma (Michela Gallagher, comunicagéo pessoal).

4.4 Avaliacédo da ansiedade

O desempenho cognitivo dos animais pode ser prejudicado pelo seu nivel de
estresse e ansiedade. Dessa forma, consideramos importante avaliar também se o
envelhecimento e a ingestdo de manjericdo poderiam influenciar neste aspecto
comportamental e, dessa forma, influenciar os resultados dos testes cognitivos
observados no presente estudo. Utilizando uma andlise alternativa de ansiedade,
conforme descrita na metodologia em Shoji e col. (2016), foi avaliado o tempo total em
gue 0s animais permaneceram nos bragos abertos com relacdo ao tempo em que
permaneceram nos bragos fechados, durante o treinamento no LCE, evitando-se, dessa
forma, qualquer influéncia da lembranca do animal com relagdo a existéncia e
localizacéo de bragos fechados, caso tal diferenca fosse avaliada no dia do desafio.

O comportamento normal do animal, associado a sua ansiedade em permanecer
em ambientes abertos e expostos, apos ter sido colocado em um braco aberto pela
primeira vez, é explorar o labirinto até que, uma vez que tenha encontrado os bragos
fechados, permanecerd no interior desses por muito mais tempo do que explorara os
bracos abertos. Animais tratados com ansioliticos, por outro lado, tendem a permanecer
nos bragos abertos por tempo similar aquele durante o qual exploram o0s bragos
fechados.
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Comportamentos associados & ansiedade também foram avaliados utilizando os
dados obtidos durante a sessdo de treinamento do teste TRO (LUEPTOW, L. M., 2017).
Nesse teste, quanto maior o nivel de ansiedade, menos tempo o animal interage com 0s
objetos idénticos durante a sessdo de treinamento. Nas caixas retangulares, o animal
permanece boa parte do teste em algum dos cantos da caixa, opostos aos objetos. No
presente trabalho, tentou-se diminuir essa tendéncia realizando o teste em um campo
aberto circular, como descrito anteriormente. N&o obstante, o tempo total de interacédo
com ambos 0s objetos foi comparado, mesmo que o animal tenha apresentado

preferéncia por algum dos objetos idénticos.

4.5 Andlise estatistica

Para um ndmero amostral de no maximo 12 animais por grupo, optou-se por
usar apenas estatistica ndo paramétrica, uma vez que seria inapropriado fazer suposicdes
sobre a distribuicdo dos dados e, considerando ainda que, para amostras menores do que
100, os testes de normalidade perdem poder estatistico (NCSS Statistical Software,
Chapter 194).

A analise das massas corporais envolveu um teste de variancias que resultou em
heteroscedasticidade, seguido de comparacdo do formato das distribuigdes, as quais ndo
diferiram, possibilitando comparagdo das medianas no teste de Mood. A amplitude do
efeito foi determinada utilizando o indice de Grissom de probabilidade de superioridade
(GRISSOM, R. J., 1994).

A avaliacdo da variancia dos indices de discriminacdo entre 0s objetos
conhecido e novo no TRO (d2) resultou em homoscedasticidade, possibilitando
comparagOes multiplas das distribuicdes via teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Conover-Iman para comparacdes maltiplas (CONOVER, W. J.; IMAN, R. L., 1979). A
amplitude do efeito, com seu intervalo de confianca, foram estimados utilizando-se o
indice g de Hedge. Ainda para o TRO, as comparagdes objeto conhecido x objeto novo
para cada grupo experimental, das diferencas absolutas do nimero de interacdes com
cada objeto no dia do treinamento e no dia do desafio foram avaliadas diretamente no
teste de Mann-Whitney, uma vez que a andlise de variancias para dois grupos antes
desse teste ndo é necessaria. A amplitude do efeito também foi estimada utilizando-se o
g de Hedge.
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Diversas comparacdes, com respeito aos dados obtidos a partir do LCE, foram
realizadas. Primeiramente foram comparados, para cada grupo e de forma pareada, as
laténcias de transferéncia no treinamento (LT1) e no desafio (LT2). Essa analise
envolveu o teste de Wilcoxon para amostras pareadas (mesmo animal em duas situacoes
diferentes), seguida de determinacdo da amplitude do efeito, utilizando a probabilidade
de superioridade para amostras dependentes, PSqep € Seu intervalo de confianga. As
demais comparacGes foram realizadas separadamente para LT1 e LT2, considerando as
comparagdes relevantes dentre todos os grupos. Para LT1, houve homoscedasticidade
entre os grupos. Dessa forma corremos um Kruskal-Wallis seguido por Conover-Iman.
Para LT2, como houve heteroscedasticidade, optou-se pelo teste de medianas de Mood,
uma vez que o teste chi-2 para formato das distribui¢cdes ndo detectou diferencas entre
0S grupos experimentais. Para ambos, LT1 e LT2, a amplitude ou amplitude do efeito
foi estimada utilizando-se o g de Hedge.

Os tempos gastos pelos animais para alcangarem a plataforma no LAM (somente
parte dos animais), apresentaram heterogeneidade de variancias e diferencas no formato
das distribuicbes sendo, portanto, comparados com base no teste de medianas
modificado por Randy Wilcox (WILCOX, R., 2017). A estimativa de amplitude de
efeito utilizada foi a probabilidade de superioridade de Grissom. J& as distancias médias
entre os animais e a plataforma no dia do desafio apresentaram homogeneidade de
variancias e, dessa forma, os dados foram analisados utilizando Kruskal-Wallis seguido
de Conover-Iman para comparac¢des maltiplas, enquanto o g de Hedge foi utilizado para
amplitude do efeito.

Finalmente, para a analise de ansiedade no LCE, foram comparados, para cada
grupo, 0s tempos que 0s animais permaneceram nos bracos abertos e nos bracos
fechados. Houve homogeneidade de variancias e o teste de hipoteses escolhido foi,
portanto, 0 Mann-Whitney, com amplitude do efeito medida através do g de Hedge. Ja a
avaliacdo de ansiedade no TRO, envolvendo o tempo total de interagdo com 0s objetos
no treinamento foi comparado entre os grupos utilizando Kruskal-Wallis seguido de
Conover-Iman, ja que foi detectada homoscedasticidade. O g de Hedge foi o indice de
escolha para determinacdo da amplitude do efeito.

Sempre que necessario, a homogeneidade de variancias foi testada por meio de
um teste de Conover dos quadrados dos ranqueamentos (CONOVER, W.; IMAN, R.,

1981), sendo o resultado homoscedasticidade ou heteroscedasticidade para
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homogeneidade ou heterogeneidade de variancias, respectivamente. Esse teste foi
implementado em planilha do Microsoft Excel pelo Prof. Dr. Alberto Moraes, com base
nos calculos do artigo original.

As formas de distribuicdo foram comparadas aos pares por meio de um teste chi-
2, também implementado em uma planilha do Microsoft Excel pelo Prof. Dr. Alberto
Moraes. A planilha calcula o grau de liberdade (degree of freedom — DF) e o valor de
chi-2. Ambos os valores sdo analisados no software R utilizando o comando pchisq
(valor chi2, valor DF) onde o p-valor do teste € obtido.

Os testes de hipoteses (Mood, Kruskal-Wallis+Conover-Iman, Wilcoxon, Mann-
Whitney e Wilcox) foram todos executados em ambiente R. Para o teste de Mood,
utilizou-se o pacote RVAideMemoire (MANGIAFICO, S. S., 2016). O teste de
Kruskal-Wallis foi executado utilizando o pacote conover.test desenvolvido por Alexis
Dinno. Para o teste de postos sinalizados de Wilcoxon ou o Mann-Whitney, foi utilizado
0 pacote wilcox.test. Finalmente, para a analise de medianas de Wilcox, foi utilizado o
pacote Rallfun-v38 desenvolvido com base em Wilcox (2017). Nos casos que
envolveram comparacdes multiplas, por exemplo, teste de medianas de Mood, ou
Kruskal-Wallis seguido de Conover-Iman, nenhum metodo de correcdo foi aplicado,
uma vez que apenas algumas comparagdes foram de interesse, e.g., animais com dieta
controle x dieta suplementada, G1xG2 e G3xG4, e controles adultos maduros x adultos
idosos, G3xG1. Para todos os testes, o nivel de significancia escolhido foi p < 0,05.

Os tamanhos ou amplitudes de efeito (effect sizes) foram estimados utilizando os
indices ajustados de Hedge (g) e a probabilidade de superioridade de Grissom (Pasb),
para grupos independentes, ou a probabilidade de superioridade, PSqep, para grupos
pareados. O indice g de Hedge, assim como seu intervalo de confianca foram calculados
utilizando uma planilha Microsoft Excel obtida no website do Cambrige Centre for
Evaluation & Monitoring (Effect size calculator - CEM). A planilha foi modificada pelo
Prof. Dr. Alberto Moraes adicionando uma correcdo para calculo do g em amostras cujo
n seja menor que 50. De acordo com Brydges (2019), valores de g menores que 0,15,
maiores que 0,15 e menores de 0,40, entre 0,40 e 0,75 e acima de 0,75 foram
considerados, respectivamente, insignificantes, pequenos, médios e altos. A
probabilidade de superioridade de Grissom também foi calculada em planilha Excel
implementada pelo Prof. Dr. Alberto Moraes, com base nos célculos propostos em
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Grissom (1994). A probabilidade de superioridade para amostras pareadas foi
determinada utilizando o package para R, “orddom” (ROGMANN, J. J.; 2013).

5 RESULTADOS
5.1 Avaliacdo de massa corporal
Os animais submetidos aos testes tiveram sua massa corporal medida apos o

sacrificio. Como esperado, o envelhecimento estd associado ao aumento de massa
corporea (Fig. 13) (Pa3>c1 = 1,00, 1.C.95 0,433 a 1,00).
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Figura 13. Influéncia da idade e da dieta na massa corporal.
Os grupos sdo adultos maduros com dieta controle (G1) e
suplementada (G2) e adultos idosos com dieta controle (G3)
e suplementada (G4). Valores acima das barras indicam a
significancia estatistica no teste de medianas de Mood.

Nos animais adultos idosos, nenhum efeito da suplementacao foi observado com
relacdo a ganho ou perda de massa corpérea, sendo, entretanto, possivel observar ganho
de massa corpdrea nos adultos maduros suplementados, com relacdo a seus controles
ndo suplementados. Tal alteracdo, entretanto, apesar de ser observada na maioria dos
animais do grupo G2, como mostra 0 teste de Grissom para a amplitude do efeito
(Pe1>c2 de Grissom = 0,236, 1.C.g5 0,028 a 0,816), em poucos casos esta associada a
aumentos expressivos, sendo que a diferenca de massa corpdrea entre 0s animais do
grupo G2 e a média de massa corporea do grupo G1 ndo ultrapassa 1 ou 2 gramas.
Dessa forma, apesar da significancia estatistica, ndo vemos nos resultados evidéncia de

alteracdo biologica relevante associada a ingestdo de manjericdo nos adultos maduros,
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no que diz respeito & massa corporea. Interessantemente, dados da literatura mostram
que a ingestdo de manjericdo estd associada com perda de peso em animais com dieta

hipercaldrica.

5.2 Tarefa de Reconhecimento de Objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos é um teste comportamental que permite
acessar memoria declarativa em roedores. Tal memoria, em roedores, tem sido
associada com a atuacdo da acetilcolina no cortex pré-frontal pré-limbico. Fémeas da
linhagem C57BL/6 foram descritas como de performance ruim nesse teste, quando
utilizados os descritores com base no tempo de interagdo, mas apresentam bom
desempenho quando o nimero de interaces com cada objeto é avaliado no dia do
desafio (FRICK, K. M.; GRESACK, J. E., 2003).

Nesse sentido, a maioria dos animais apresentou pouca discriminagdo entre o
objeto conhecido e 0 objeto novo no dia do desafio, com indice de discriminagéo, d2,
menor que 0,25, considerando as medianas dos grupos G1 a G3 (Fig. 14A). Somente o
grupo G4, de idosos suplementados, apresentou mediana de d2 de aproximadamente
0,40, com diferenca estatistica na comparagdo com G1 (g de Hedge 1,24, 1.C.o5 0,16 a
2,31) e G3 (g de Hedge 1,14, 1.C.95 -0,099 a 2,36), indicando boa discriminagéo entre o0s
objetos nesse grupo. A suplementacdo do grupo G2 causou alguma tendéncia de
melhora do desempenho no teste, com pelo menos dois animais apresentando d2 > 0,25,
enguanto no grupo G1 nao houve nenhum, mas sem amparo estatistico do achado (p =
0,1505 no teste de Kruskal-Wallis seguido de Conover-lman como pés-teste, e g de
Hedge 0,53, I.C.95 -0,36 a 1,42). Dois em 5 animais do grupo G3 apresentaram uma
forte interacdo com o objeto conhecido no dia do desafio, com o0s outros trés ndo
apresentando preferéncia alguma, sendo esse comportamento revertido pela
suplementacao no grupo G4, com 4 de 7 animais apresentando clara discriminacgdo dos
objetos. Foram avaliados 9, 11, 5 e 7 animais dos grupos G1 a G4, respectivamente.
Esses resultados indicam forte melhora na performance cognitiva nos animais idosos
suplementados, enquanto os efeitos da suplementacdo em animais adultos maduros,
neste teste, foram bastante sutis.

Avaliou-se também para este teste comportamental o nimero de interagcbes com
0s objetos, sendo este um bom preditor para fémeas C57BI/6, de acordo com Frick e

Gresack (2003). O numero absoluto de interagfes com cada objeto no dia do desafio
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ndo variou entre 0s grupos, seja utilizando o total de animais, seja utilizando apenas 0s
que ndo apresentaram preferéncia por um dos objetos idénticos durante o treinamento
(dados ndo mostrados). Entretanto, pode-se também avaliar a diferenca absoluta entre o
namero de interacOes para cada objeto no dia do treinamento e no dia do desafio, a
menos al e b menos a2, sendo “al” e “a2” objetos idénticos no treinamento, “a” e “b”
objetos conhecido e novo, respectivamente, no dia do desafio. Neste caso, ao
considerarmos todos 0s animais testados, somente o grupo suplementado G4 apresentou
diferenca estatisticamente significante entre as diferencas calculadas para o objeto novo
e para 0 objeto conhecido (Fig. 14B) (g de Hedge 0,88, 1.C.9s 0,001 a 1,75),
confirmando o efeito positivo da suplementacdo nos animais adultos idosos.
Adicionalmente, as medianas das diferencas para interacdo com 0 objeto
conhecido, para todos os grupos, tendem a ser negativas, demonstrando diminuicdo da
interacdo com 0 objeto conhecido no dia do desafio, a0 passo que a mediana das
diferencgas para interacdo com o objeto novo é positiva para os grupos G1 e G4, nula
para o grupo G2, e negativa para o grupo G3 de idosos controles. Dessa forma, ha
indicio de que os animais dos grupos G1 e G2, adultos maduros com racdo controle e
suplementada, respectivamente, e G4, adultos idosos suplementados, interagiram mais
com o objeto novo no dia do desafio, 0 que indica prejuizo cognitivo nos idosos
controle, assim como preservacdo de memoria declarativa nos animais mais jovens,

independente da suplementacdo, e nos animais idosos que tenham sido suplementados.
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Figura 14. Tarefa de reconhecimento de objetos. Os grupos sdo adultos maduros com dieta controle (G1)
e suplementada (G2) e adultos idosos com dieta controle (G3) e suplementada (G4). Em A, os indices de
discriminacdo (d2) para 0s animais considerados para o teste. Em B, as medianas para as diferencas no
ndmero de interagdes, a-al e b-a2, sendo “al” e “a2” os objetos idénticos no treinamento e “a” e “b”
objetos conhecido e novo, respectivamente, no dia do desafio. As barras de erro representam o erro
padrdo da mediana. Os p-valores acima das barras horizontais indicam diferenca estatistica no teste de
Kruskal-Wallis com pos-teste de Conover-Iman, e Mann-Whitney, para A e B, respectivamente. Em A, n
=9, 11, 5, 7 para os grupos G1 a G4, respectivamente. Em B, n = 12, 12, 11 e 11, para os grupos G1 a
G4, respectivamente.
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5.2 Labirinto em Cruz Elevado

O LCE foi utilizado como forma de testar a memoria aversiva dos animais,
muito associada a integridade do hipocampo. Foram calculadas as laténcias de
transferéncia, que sdo os tempos que cada animal levou para entrar no braco fechado
para o primeiro dia (treinamento = LT1) e para o segundo dia (desafio = LT2) (Fig. 15).
Espera-se que as laténcias de transferéncia no segundo dia sejam menores do que no
primeiro dia, 0 que é uma evidéncia de aprendizado e memdria. Como previsto, a
evidéncia de aquisicdo de memoria e evocagdo foi observada em adultos maduros com
racdo controle, com LT2 sendo menor que LT1 em quase todos os animais
(probabilidade de superioridade, PSqep de 0,92 de LT1 sobre LT2, com I.C.95 -0,976 a -
0,181). Curiosamente, nenhuma diferenca estatistica entre LT1 e LT2 foi observada
nesta faixa etaria suplementada com manjericdo (G2) (p = 0,91, PSgep = 0,50, 1.C.95 -
0,553 a 0,553), 0 que foi um resultado, a principio, inesperado.

A comparagdo LT1xLT2 ndo forneceu indicios de prejuizo cognitivo associado
ao envelhecimento, com ambos o0s grupos de animais idosos, G3 e G4, apresentando
diferencas estatisticamente significantes para essa comparacdo (Fig. 15, p-valores), e
altos indices de probabilidade de superioridade para LT1>LT2 (PSgep = 0,91 com 1.C.g5
-0,975 a -0,119 para ambos os grupos, G3 e G4).

No entanto, enquanto as laténcias de transferéncia no primeiro dia (LT1), como
esperado, ndo diferiram entre os grupos (p = 0,42 em Kruskal-Wallis seguido por
Conover-Iman), as laténcias de transferéncia para o dia do desafio (LT2) diferiram de
forma estatisticamente significante entre G1 e G2 (p = 0,0165, g de Hedge 1,26 1.C.g5
0,35 a 2,09), tendo, portanto, os adultos maduros suplementados com manjericao levado
mais tempo para entrar nos bracos fechados na sessdo de teste do que 0s nao
suplementados, o que pode indicar, de forma surpreendente, prejuizo de memdria nos
adultos maduros ap6s a suplementacdo. A comparagdo intergrupos dos tempos de
laténcia no dia do desafio (LT2) também n&o forneceu evidéncia de prejuizo cognitivo
associado a idade (G1xG3 p = 0,15 no teste de Mood, e g de Hedge 0,81 com I.C.g5 -
0.07 a 1,63), tampouco de melhoria de desempenho associada com a suplementacéo
nesse grupo etario (G3xG4 p = 0,21 no teste de Mood, com g de Hedge -0,44 e 1.C.g5 -
1,26 a 0,43). Portanto, os dados obtidos no presente estudo ndo forneceram evidéncia de

prejuizo cognitivo associado ao envelhecimento em camundongos, para o tipo de
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memoria avaliada no LCE, além de terem evidenciado piora na performance dos

animais adultos de meia idade suplementados com manjericéo.
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Figura 15. Laténcias de transferéncia para as sessdes de treinamento
(LT1) e desafio (LT2). Os grupos séo adultos maduros com dieta controle
(G1) (n = 12) e suplementada (G2) (n=12) e adultos idosos com dieta
controle (G3) (n = 11) e suplementada (G4) (n = 11). Os p-valores sobre
as barras indicam a significAncia estatistica para as comparacdes
LTIXLT2 no teste de Wilcoxon, ou para a comparagdo mdultipla
intergrupos para LT2 no teste de Mood.

5.4 Labirinto Aquatico de Morris

O LAM foi empregado para avaliacdo de aprendizado e memdria visuo-
espacial, sendo esta ultima um dos componentes da memoria de trabalho. No presente
caso, no dia do desafio, quando a plataforma foi retirada da piscina, foram avaliados o
tempo necessario para 0s animais passarem pela area antes ocupada pela plataforma
(Fig. 16A) e a distancia média de cada animal até essa area ao longo de toda a sessdo
(Fig. 16B). Foram considerados somente 0s animais que efetivamente passaram pela
regido da plataforma ausente, totalizando 10 de 12, 9 de 12, 6 de 11, e 4 de 11 animais
para 0s grupos G1 a G4, respectivamente. Neste caso, de forma surpreendente, a
suplementacdo, independentemente da idade, pareceu estar associada com uma
perceptivel reducdo no ndmero de animais considerados performers no teste, em
comparagdo com 0s controles ndo suplementados. Na avaliacdo por tempo, nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi observada entre os grupos (Fig. 16A), sendo,
entretanto, possivel observar que as medianas para 0s grupos adultos idosos,
independentemente da dieta, foram maiores que as medianas para os grupos de adultos
maduros (“10,68”, 9,72, “14,82” e ““13,86” para 0s grupos G1 a G4, respectivamente).
Os indices de Grissom, Ppsa, para as comparagdes G1xG2, G1xG3, G1xG4 e G3xG4,



59

respectivamente, 0,58, 0,60, 0,75 e 0,50, reforgcam essa observacdo. Com um n reduzido
de performers, principalmente nos grupos de animais adultos idosos, associado a grande
variacdo dos dados, qualquer diferenca biologicamente relevante para estes grupos, no
sentido de identificagdo de prejuizo cognitivo decorrente do envelhecimento e do efeito
da suplementacdo na memdria espacial, se tornou extremamente prejudicada, quando a
variavel tempo foi avaliada.

Entretanto, foi possivel demonstrar piora de desempenho no LAM associada ao
envelhecimento, quando as distancias médias foram analisadas (Fig. 16B). Quando
comparados com os controles adultos maduros (G1), os animais do grupo adultos idosos
controles (G3) permaneceram mais distantes da localizagdo da plataforma ausente (p =
0,021, g de Hedge = 1,12, 1.C.g5 0,04 a 2,20), apresentando, portanto, maior dificuldade
em localiza-la. Enquanto a ingestdo de manjericdo do grupo adulto (G2) ndo trouxe
melhora no desempenho, sendo este semelhante ao dos adultos maduros com racgéo
controle (p = 0,21, g de Hedge = 0,39, I.C.g5 -0,51 a 1,30). No grupo adulto idoso (G4),
a suplementacdo foi associada a menores distancias médias (p = 0,037, g de Hedge = -
0,88, 1.C.95 -2,20 a 0,45) e, portanto, a melhor desempenho com relagdo aos idosos ndo
suplementados, indicando, dessa forma, reversdo do prejuizo cognitivo no tocante a

memoria visuo-espacial nos animais adultos idosos suplementados com manjericéo.
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Figura 16. Labirinto aquéatico de Morris. A: tempo para encontrar a area da plataforma ausente. B:
distancias médias a partir da area da plataforma ausente (cm), no dia do desafio. Os grupos sdo adultos
maduros com dieta controle (G1) e suplementada (G2) e adultos idosos com dieta controle (G3) e
suplementada (G4). Os valores acima das barras horizontais indicam a significancia estatistica no teste
Kruskal-Wallis com p6s-teste de Conover-Iman.

5.5 Avaliacdo de ansiedade
E de consenso que estresse e ansiedade podem prejudicar a formagao e evocagéo
de memdrias. Os resultados de testes cognitivos em modelos animais precisam,

portanto, ser avaliados a luz dos possiveis efeitos que a idade e a suplementacdo podem
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apresentar no que diz respeito a ansiedade nos animais. Nesse sentido, utilizando os
dados obtidos nos testes cognitivos realizados no presente estudo, buscou-se avaliar
outros parametros para estimativa de comportamentos de ansiedade, seguindo
recomendac0es presentes na literatura.

O LCE, por exemplo, foi desenvolvido originalmente para a avaliagdo de
ansiedade em modelos animais, sendo um dos testes mais utilizados para esse fim,
através da comparacdo do tempo em que o animal permanece nos bracos abertos e
fechados (SHOJI, H. et al., 2016). Utilizando os dados do dia de treinamento, no qual os
animais tiveram a liberdade de explorar o labirinto por 2 min sem interrupgdo, mesmo
que ja tivessem encontrado um dos bragos fechados, foi possivel observar que, como
esperado, os adultos maduros (G1) apresentaram os sinais de ansiedade tipicos da
espécie, permanecendo no interior dos bracos fechados a maior parte do tempo (Fig.
17A, G1) (p = 0.0006, g de Hedge 1,74, 1.C.95 0,80 a 2,68), enquanto adultos idosos do
grupo controle (G3) ndo apresentaram qualquer indicio de preferéncia (p = 0,3447, g de
Hedge 0,40, 1.C.os -0,49 a 1,28), indicando um possivel efeito ansiolitico do
envelhecimento nesses animais.

Surpreendentemente, a ingestdo de manjericdo pareceu aumentar o nivel de
ansiedade dos animais, ndo apenas aumentando ainda mais a diferenca entre o tempo no
qual os animais normalmente permanecem nos bragos fechados com relagdo aos bragos
abertos (Fig. 17A, G2) (p = 0,0001, g de Hedge 2,01, I.C.¢5 1,03 a 3,00), mas também
restaurando nos adultos idosos suplementados (G4), pelo menos de forma mais discreta,
0 comportamento de permanecer mais tempo nos bracos fechados (Fig. 17A, G4) (p =
0,0215, g de Hedge 1,05, 1.C.o5s 0,16 a 1,95), o que indica aumento mais leve de
ansiedade nesses animais. Apesar das laténcias de transferéncia para o dia do
treinamento (LT1) ndo apresentarem diferenca estatisticamente significante nos animais
adultos maduros com ou sem suplementacdo, (G2 e G1, respectivamente), tampouco a
laténcia de transferéncia no dia do desafio foi menor para esta faixa etaria apds
suplementacdo (Fig. 15, G2), de forma que maiores niveis de ansiedade podem ter
prejudicado a formacdo de memdrias nesses animais (G2). Concomitantemente, 0s
animais adultos idosos ndo suplementados (G3), dado o efeito ansiolitico do
envelhecimento fisioldgico aqui evidenciado, tiveram um desempenho neste teste téo
bom quanto os adultos maduros controles (Fig. 15), quando comparados LT1 e LT2

para cada grupo. No grupo G4, a combinacdo do efeito ansiolitico da idade, com o
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possivel efeito ansiogénico induzido pela suplementacao, foi de tal forma equilibrada, a
ponto de manter o bom desempenho desse grupo no LCE, com LT2 sendo menor do
que LT1. Outro indicio destas conclusdes foi observado através da analise das distancias
percorridas pelos animais nos bracos do labirinto. Animais dos grupos idosos tendem a
se locomover menos no labirinto que seus controles mais jovens, independentemente da
suplementacdo. Para G1xG3, o p-valor no Conover-Iman foi de 0,037, com g de Hedge
-0,80 [I.C.95 -1,65 — 0,05], e para G1xG4, o p-valor no mesmo teste foi de 0,010, com g
de Hedge -1,00 [I.C.9s -1,87 - -0,13]. Temos, portanto, para ambos os casos, forte
influéncia da idade na diminuicdo da atividade de locomocdo dos animais, 0 que
corrobora com animais menos ansiosos. Simultaneamente, apesar da falta de diferenca
estatisticamente significante entre G1 e G2 (p = 0,154, Conover-Iman), o indice g =
0,44 [1.C.95 -0,37 — 1,25], ha indicio de uma influéncia média da suplementagdo no
aumento da atividade de locomocdo desses animais no labirinto, o que corrobora com o
efeito ansiogénico observado apds suplementacdo desse grupo.

Esses resultados foram corroborados, adicionalmente, pelas andlises
complementares no teste TRO. Neste teste, a diminuicdo do tempo de interacdo dos
animais com 0s objetos no campo aberto serve como um preditor quantitativo de
aumento de ansiedade (LUEPTOW, L. M., 2017). Segundo os resultados do LCE, que
mostram possivel efeito ansiogénico da suplementacdo nos grupos G2 e G4, foi possivel
observar que os animais desses dois grupos apresentam diminuicdo no tempo de
interacdo com o0s objetos, embora essa diminuicdo tenha sido estatisticamente
significante somente para o grupo G4, com relagdo aos grupos controle G1 e G3 (Fig.
17B, p-valores acima das barras). Contudo, os niveis de ansiedade induzidos pela
suplementacdo ndo trouxeram prejuizo de performance no TRO, uma vez que, pelo
menos para 0 grupo G4, os animais apresentaram um desempenho superior ao dos
demais grupos, no que diz respeito ao reconhecimento do objeto do dia do treinamento
(Fig. 14).

O protocolo normalmente utilizado no LAM foi identificado por si s6 como uma
situacdo estressora, com 0s animais submetidos a este teste apresentando aumento de
niveis de cortisol e piora na performance cognitiva comparativamente a outros testes de
avaliacdo de memoria espacial (HARRISON, F. E.; HOSSEINI, A. H.; MCDONALD,
M. P., 2009). Entretanto, nenhuma evidéncia estatisticamente significante de piora de

desempenho neste teste, e que pudesse ser associada com efeitos ansiolitico da idade e
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ansiogénico da suplementacdo, foi encontrada no presente trabalho (Fig. 16). Portanto,
os sinais de ansiedade detectados nos outros dois testes nao puderam ser confirmados no
LAM, sendo, contudo, importante lembrar que nem todos 0s animais conseguem
encontrar a plataforma ausente no desafio, sendo que cerca de 83%, 75%, 55% e 36%
dos animais dos grupos G1 a G4, respectivamente, conseguem localizar a area da
plataforma ausente. Dessa forma, além da queda no percentual de performers em G3
com relacdo a G1, e, portanto, associada ao envelhecimento, 0s grupos suplementados
sempre apresentam menor percentual de performers com relacdo aos seus controles ndo
suplementados, independentemente da idade. Considerando os dados de ansiedade e
desempenho apresentados para 0s outros testes, é de se supor que esta conclusdo nao
seja factual, e que o aumento de ansiedade aparentemente induzido pela suplementacao
tenha surtido impactos negativos no desempenho de boa parte dos animais dos grupos

suplementados no LAM.
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Figura 17. Avaliacéo de ansiedade no LCE (A), e no TRO (B). Os grupos séo adultos maduros com
dieta controle (G1) e suplementada (G2) e adultos idosos com dieta controle (G3) e suplementada

(G4). Os p-valores acima das barras indicam significancia estatistica para o teste de Mann-Whitney,
no caso do LCE, e de Kruskal-Wallis com pds-teste de Conover-Iman para o TRO.

O brago aberto
brago fechado

0s objetos (s)

Tempo de permanéncia nos bragos
Tempo total de interagdo com

5.6 CondicGes dos animais ap0s os testes cognitivos

Apds os testes cognitivos, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, seguido de decapitacdo, e abertos para dissecacdo de Orgaos e tecidos para
analises posteriores a serem realizadas em projetos futuros, por exemplo, para avaliacdo
de marcadores de estresse oxidativo, isolamento de nucleos para analise morfométrica
nuclear apds citoquimica e avaliacdo qualitativa e quantitativa de marcadores
epigenéticos.

Tambeém foi realizado processamento dos tecidos para inclusdo em parafina e

posterior analise histopatoldgica rotineira. Foram retirados dos animais encéfalos



63

inteiros, tentando preservar principalmente o cérebro e cerebelo. Estes foram divididos
em dois hemisférios, sendo um processado para inclusdo em parafina e o outro
congelado a -20 °C para os demais ensaios. Foi retirado o cora¢do, o qual foi cortado em
duas metades, no sentido longitudinal atrioventricular, as quais foram processadas da
mesma forma. Foram retirados dois fragmentos do figado, provenientes do lobo maior,
sendo um congelado e outro processado para analise histopatoldgica. O bago foi
dividido e processado igualmente. Os ovarios também foram retirados, junto com
fragmentos da tuba uterina e de gordura abdominal. Os rins direito e esquerdo foram
retirados, sendo cada um processado como descrito acima. Finalmente, os musculos reto
femoral e vasto medial e lateral foram retirados em bloco de ambas as patas traseiras,
sendo cada um processado como descrito.

Durante os testes cognitivos e apos o sacrificio e dissecacdo, foram identificados
problemas de salude em alguns animais, os quais foram avaliados a luz de seu
desempenho nos testes cognitivos, como forma de se identificar possiveis correlagdes.
Os problemas encontrados foram descritos na Tabela 2, alguns dos quais sdo mostrados
abaixo (Fig. 18).

Tabela 2. Impacto dos problemas de saude detectados sobre os resultados dos testes

cognitivos

Animais Observacéo TRO LCE LAM

G2D e G2K Problema de Estes animais | Desempenho Bom
visdo (animais | pouco normal — desempenho
com manchas interagiram LT2<LT1. no aspecto
brancas em um | com os objetos | Ambos levaram | distancia
ou ambos 0s no mais tempo que | média com
olhos, podendo | treinamento, 0s demais relacéo a
ser indicativo considerando | animais para localizacéo da
de catarata, 0 tempo total | entrar pela plataforma no

glaucoma ou durante o qual | primeiravez no | desafio.
cegueira). interagiram braco fechado Entretanto,
com os dois durante o G2K levou
objetos. treinamento, e mais tempo
Ambos néo percorreram as para alcangar
apresentaram | maiores essa area.
diferenca com | distancias
relacdo ao durante os dois
namero de minutos de
visitas aos avaliagdo.
objetos no Adicionalmente,

treinamento e

permaneceram
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desafio. G2D
teve uma forte
interacdo com
0 objeto
conhecido no
desafio,
enquanto G2K
foi excluido da
analise por
apresentar
preferéncia
por um dos
objetos
idénticos no
treinamento.

muito mais
tempo nos bragos
abertos que nos
bracos fechados,
que € o contrario
do padréo do
grupo (eles sdo
os dois outliers do
G2 na Fig. 15A.
O fato de
possivelmente
n&do enxergarem
bem, pode ter
diminuido a
ansiedade por
estarem em um
ambiente aberto.

G3D e G4B Cegueira G3D foi Ambos tiveram Né&o passaram
unilateral excluido da desempenho pela regido da
(animais que analise por normal, com plataforma
ndo tinham um | apresentar LT2<LT1. Mas durante o
dos olhos). preferéncia G3D levou muito | desafio, ao

por um dos tempo, assim mesmo tempo
objetos como alguns em que suas
durante o animais sem distancias
treinamento, sinais de médias dessa
mas G4B problemas de area foram
(adulto idoso | salde, para entrar | maiores que as
suplementado) | no brago fechado | medianas para
teve bom durante o seus
desempenho treinamento. respectivos
no teste. G3D andou grupos.

bastante, assim

COmo 0s animais

sem problemas

aparentes de

salde, mas,

diferencialmente,

com baixa

velocidade de

locomocéao.

Adicionalmente,

permaneceu

muito mais

tempo nos bragos

abertos que nos

fechados no

treinamento.

G3E Prolapso retal. | Excluido da Desempenho Respondeu
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analise por normal, com bem ao teste
apresentar LT2<LT1. no quesito
preferéncia distancia
por um dos média, apesar
objetos de ter levado
idénticos no tempo acima
treinamento. da mediana do
grupo para
passar pela
area da
plataforma
ausente no
desafio.
G4A Esplenomegalia | Excluido da Apesar de N&o passou
e cistos analise por LT2<LT1, a pela area da
hepaticos apresentar diferenca entre plataforma
indicativos de preferéncia ambos foi ausente
massa tumoral. | por um dos pequena. LT1 foi | durante o
objetos baixa para o desafio, apesar
idénticos no primeiro dia, da distancia
treinamento. comparado aos média com
demais animais relacdo a esta
do grupo. area estar
Demonstrou-se préxima da
com alto nivel de | mediana do
ansiedade, grupo.
permanecendo
nos bragos
fechados a maior
parte o tempo.
G4C Hepatomegalia | Respondeu Desempenho N&o passou
e coloracao muito bem ao | normal, com pela area da
hepética escura | teste. LT2<LT1. Levou | plataforma
muito tempo, e ausente
andou bastante durante o
pelos bragos desafio, apesar
abertos e area da distancia
central, antes de | média com
entrar no brago relagéo a esta
fechado no area estar
treinamento. préxima da
Com isso, 0 mediana do
tempo de grupo.
permanéncia nos
bracos abertos foi
alto.
G4D Esplenomegalia | Excluido da Desempenho Né&o passou
com manchas analise por normal, com pela area da
brancas no baco | apresentar LT2<LT1. Sinais | plataforma
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e no figado. preferéncia de ansiedade, ausente
por um dos assim como a durante o
objetos maior parte do desafio, apesar
idénticos grupo, da distancia
durante o permanecendo média com
treinamento. mais tempo nos | relagéo a esta
bracos fechados. | area estar
proxima da
mediana do
grupo.
G4H Edema Excluido da Desempenho Respondeu
intestinal anélise por muito bom. bem ao teste.
apresentar Rapidamente
preferéncia encontrou o
por um dos caminho para os
objetos bracos fechados,
idénticos no tanto no
treinamento. treinamento
quanto no
desafio.

Percebe-se, por essa analise,

Figura 18.
viscerais observadas em
animais do grupo 4. A:
G4A, baco aumentado com
manchas mais claras; B:
G4A, possivel  tumor
hepético; C: G4C, figado
aumentado e de coloragéo
muito  escura;

Alteracdes

D: G4D,

manchas claras no figado;
E: G4H, edema intestinal.

que ndo ha uma ligacdo evidente entre o0s

problemas observados e o desempenho dos animais nos testes, uma vez que os animais

com problemas tiveram desempenho ruim em algum, mas ndo em todos os testes.

Adicionalmente, animais diagnosticados com problemas idénticos, mas de grupos

experimentais diferentes, por exemplo, G3D e G4B, ambos com cegueira unilateral,




67

tiveram mal desempenho no LAM, mas responderam diferentemente no TRO e
apresentaram bom desempenho no LCE. Chama atencdo, entretanto, o fato de todos os
animais que apresentaram as alteracGes viscerais mostradas na Figura 18 serem do
grupo de adultos idosos suplementados (G4). Dessa forma, apesar de nenhum adulto
maduro suplementado ter apresentado alteraces viscerais visiveis, uma investigacdo
dos possiveis efeitos adversos da dieta suplementada se torna imprescindivel,
principalmente nos idosos, uma vez que esse grupo pode ser mais suscetivel a possiveis
efeitos colaterais, em decorréncia da idade dos animais, ou em virtude do maior tempo
de suplementacdo ao qual esse grupo foi submetido (4 meses X 6 a 7 meses,

respectivamente, para adultos maduros e adultos idosos).

6 DISCUSSAO
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Devido a obstaculos sociais, econémicos e fisicos, a populacdo idosa é a mais
propensa a ter deficiéncia de minerais em sua alimentacdo. Nesse sentido, hd a
importancia de pesquisas cientificas no intuito de promover intervenc@es nutricionais
para um envelhecimento saudavel (NORTON, S. et al., 2014). Os nutracéuticos,
incluindo compostos fendlicos, acidos graxos e vitaminas, devido a suas acdes
antioxidantes, anti-inflamatdrias e de homeostase metabdlica, possuem potencial para
reverter alteracfes estruturais no cérebro, danos no DNA e promover a expectativa de
vida, prevenindo o surgimento de declinio cognitivo leve e doencas neurodegenerativas
associadas a idade (SINGH, P. et al., 2021).

Os terpenos estdo presentes em plantas e especiarias (MASTELIC, J. et al.,
2008). O linalol € um monoterpeno que parece possuir efeito ansiolitico (SABOGAL-
GUAQUETA, A. M.; OSORIO, E.; CARDONA-GOMEZ, G. P., 2016). Tais achados
vao de encontro aos resultados do presente trabalho, onde ha indicios de que a
administragdo de manjericio na dieta trouxe efeitos estimulantes, ao invés de
ansioliticos, 0 que demonstra que muito ha ainda em se entender o papel do manjericédo
no organismo.

A melhora da memadria no modelo de envelhecimento fisioldgico, observada no
presente estudo, por meio da ingestdo de manjericdo pode, portanto, ter relacdo com a
capacidade do manjericdo em reduzir o estresse oxidativo, concomitantemente a
inibicdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias.

Outras alteracBes comportamentais associadas ao envelhecimento envolvem
diminuicdo da atividade motora, por exemplo, para explorar ambientes novos, assim
como diminuicédo geral da funcdo motora, além de diminuicdo das respostas a sons altos
e repentinos, e do comportamento social. S8o observados também aparecimento de
comportamento depressivo, aumento da inibicdo de pré-pulso e déficits nas memorias
espacial e de medo condicionado, assim como diminuicdo de comportamento tipo
ansiedade, a depender do teste empregado (SHOJI, H. et al., 2016). Este ultimo
corrobora a andlise de ansiedade realizada no presente estudo.

Dessa forma, ocorréncias de mdltiplas alteragdes comportamentais podem
mascarar os resultados dos testes utilizados, prejudicando sua analise e dificultando a
identificacdo de alteragGes relacionadas a formacdo e evocacdo de diferentes tipos de
memdrias com a idade, além de como a ingestdo de manjericdo pode modular tais

alteracdes. Contudo, ainda assim, foi possivel observar evidéncia de que tais alteracdes
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comportamentais, no presente caso a ansiedade, também podem ser influenciadas pela
suplementacdo empregada. O que surpreende é que a ingestdo de manjericdo apresentou
efeito ansiogénico, de acordo com os presentes dados, contrariamente ao que foi
reportado na literatura anteriormente, onde o tratamento com extrato hexanico de
manjericdo inibe o efeito ansiogénico observado em modelos animais apds
administracdo de aspirina (ABD EL-GHFFAR, E. A. et al., 2018). Informagdes a esse
respeito sao bastante escassas, 0 que abre perspectivas para projetos futuros, visando
melhor identificar a influéncia do manjericdo, também, no comportamento de ansiedade
em modelos animais.

Dados os achados patoldgicos possivelmente associados a administragdo a longo
prazo de manjericdo, especialmente nos animais idosos, € importante considerar
possiveis efeitos adversos de sua administracdo no modelo biologico empregado. O 6leo
essencial de manjericdo, em concentracfes de 3% a 4%, possui efeito extremamente
toxico sobre é&caros de poeira, sendo utilizado, portanto, como inseticida. Os
componentes ativos desse 6leo sdo principalmente citral, alfa-terpineol e linalol, sendo o
citral, o mentol e o eugenol os componentes com maior toxicidade contra acaros
(PERUMALSAMY, H. et al., 2014). O estragol, o principal componente do dleo
essencial de manjericéo, tem sido associado ao aumento do risco de desenvolvimento de
cancer hepéatico em roedores, através de sua genotoxicidade associada com inducéo de
quebras no DNA (DING, W. et al., 2015). O que se divulga, em geral, é que nas
quantidades normalmente consumidas na alimentacdo humana, efeitos colaterais nédo
sdo observados apds ingestdo de manjericdo, e seu consumo € considerado seguro.
Entretanto, em se tratando o presente trabalho de dados obtidos em outra espécie
animal, ndo eliminamos a possibilidade do manjericdo, em doses supostamente
alimenticias, estar associado com alta toxicidade em camundongos, concomitantes aos
beneficios cognitivos observados aqui. Nao seria surpresa. Diversos 6leos essenciais
utilizados em larga escala pela espécie humana tém sido relatados como extremamente
toxicos a outras espécies, a exemplo dos caes.

Dessa forma, pesquisas envolvendo os possiveis beneficios e efeitos colaterais
do alto consumo de manjericdo ou de seus derivados, como extratos, concentrados e
6leos essenciais, na espécie humana, sdo fundamentais para um completo entendimento

das ac¢des dessa planta no nosso organismo.
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H& de se considerar, finalmente, que apesar da fonte de manjericdo utilizada
neste trabalho ser de folhas frescas recém-colhidas, algum processamento foi necessario
para que estas se misturassem completamente a racdo. A homogeneizacdo das folhas
frescas picadas em 10 mL de agua, seguida da mistura dessa suspensdo com a ragao
triturada e pressurizacdo da mistura em seringa para drenagem do excesso de agua e
repeletizacdo pode, possivelmente, ter retirado das folhas uma quantidade consideravel
de componentes sollveis em agua.

Posteriormente, a secagem da racdo modificada em estufa a 60 °C certamente
contribuiu para alterar ainda mais as propriedades da mistura. A composi¢do do
manjericdo em termos de macronutrientes, minerais e vitaminas, além dos componentes
volateis, como por exemplo os presentes no 6leo essencial, sofre alteracdo consideravel
quando folhas frescas sdo desidratadas para melhor preservacdo. Secagens a meros 45
°C estdo associadas com evaporacdo de varios componentes volateis além da
transformacéo desses em novos componentes (BOGGIA, R. et al., 2015). Dessa forma,
os efeitos da ingestdo de manjericdo observados no presente trabalho podem ter relacéo
com os diversos componentes presentes nas folhas que foram descritos aqui, mas é
dificil precisar, sem uma andalise composicional, quais nutrientes e compostos, e em qual

quantidade, ainda estdo presentes na mistura ap6s todo o processamento realizado.
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7 CONCLUSAO

Com os presentes resultados, foi possivel concluir que:

- O envelhecimento em camundongos esta associado com déficit cognitivo, no
que diz respeito a memoria de reconhecimento e memdria espacial, mas ndo no caso de
memoria aversiva;

- A ingestdo de manjericdo, nos adultos idosos, esta associada com melhora na
memoria de reconhecimento e na memoria espacial, que sao afetadas no envelhecimento
fisioldgico;

- Nos adultos maduros, onde o déficit cognitivo a priori ainda ndo esta presente,
a ingestdo de manjericdo trouxe fraco indicio de melhora na memoria de
reconhecimento, aparente piora na memoria aversiva, € nenhuma alteracdo na memoria
espacial, sendo, dessa forma, inefetivo em ganho cognitivo onde ndo exista alteracao
prévia;

- Ha indicacdo de que o envelhecimento tenha, em camundongos, um efeito
ansiolitico, contrabalanceado pela ingestdo de manjericdo, a qual induz um efeito
ansiogeénico, efeito este evidenciado principalmente nos adultos maduros, onde 0s niveis
de ansiedade sdo “normais” e, portanto, a inducdo de ansiedade ¢ muito maior;

- Os resultados dos testes comportamentais podem ter sido influenciados
fortemente pelo efeito ansiogénico associado a ingestdo de manjericdo, prejudicando a
performance nos testes, e dificultando a identificacdo dos efeitos benéficos da
suplementacdo, principalmente nos adultos maduros;

- A melhora cognitiva observada nos animais idosos, apds ingestdo de
manjericdo, pode, de acordo com dados da literatura, ser decorrente dos efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes e neuroprotetores dos principais componentes da planta,
sendo eles flavonoides, terpenoides e eugenol;

- Existe a possibilidade da ingestdo de manjericdo estar associada com o
aparecimento de efeitos adversos sisttmicos nos animais idosos, 0 que requer

investigacao adicional.
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