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RESUMO 

O envelhecimento populacional é um fenômeno global. O declínio fisiológico causado pelo 

envelhecimento é exacerbado por episódios de inflamação sistêmica, aumentando a probabilidade de 

ocorrência de doenças neurodegenerativas, que têm como característica central a presença de 

neuroinflamação. A neuroinflamação se caracteriza pela ativação da microglia, as células 

imunológicas residentes no sistema nervoso central.  A microglia tem papel protetor contra estímulos 

nocivos ao SNC, no entanto, no processo de envelhecimento a eficácia das funções microgliais pode 

se deteriorar. Os mecanismos responsáveis pelas alterações neurológicas durante o envelhecimento 

ainda não são bem compreendidos, mas evidências indicam que a função microglial pode contribuir 

para o declínio cognitivo no envelhecimento. Este trabalho tem como objetivo avaliar o papel da 

inflamação sistêmica crônica de baixa intensidade no déficit cognitivo associado ao envelhecimento. 

A inflamação sistêmica de baixa intensidade foi induzida aguda e cronicamente em camundongos 

Swiss Webster machos com idade entre 2-4 meses (jovens) e 14-18 meses (envelhecidos). O modelo 

agudo consistiu em aplicação de uma injeção intraperitonial de lipopolissacarídeo (LPS, 0,3 mg/Kg) e 

o modelo crônico foi induzido através de injeções intraperitoneais semanais durante 7 semanas. Os 

grupos controles foram manipulados junto aos demais grupos, mas não foi dada nenhuma injeção a 

fim de não causar inflamação. A avaliação cognitiva dos animais foi feita apenas no modelo crônico, 

uma semana após a última injeção de LPS, através dos testes de habituação em campo aberto, 

reconhecimento de objetos e labirinto aquático de Morris. Após isso, os cérebros foram coletados para 

avaliação morfológica do perfil de ativação celular da microglia, quantificação de citocinas, 

lipofuscina e análise de estresse oxidativo. A análise do teste de habituação em campo aberto mostrou 

que os animais envelhecidos exploram e se locomovem menos que os animais jovens, o desafio 

crônico com LPS não interferiu no resultado. A análise dos testes de reconhecimento de objetos 

revelou que os animais envelhecidos que foram desafiados com LPS cronicamente possuem um déficit 

na memória de curta duração, em comparação com os animais envelhecidos controle, os animais 

jovens que foram desafiados cronicamente com LPS não apresentaram diferenças no desempenho do 

teste. A análise do teste de labirinto aquático mostrou o efeito do LPS na perda de memória espacial 

dos animais envelhecidos. A análise morfológica da micróglia no modelo agudo e crônico demonstrou 

que há células distróficas no hipocampo dos animais envelhecidos, tanto do grupo controle quanto do 

grupo desafiado com LPS. A análise das citocinas plasmáticas e cerebrais revelou que os animais 

envelhecidos possuem alteração na resolução da resposta inflamatória, apresentando diminuição de IL-

4 plasmática no modelo crônico e agudo, enquanto que os animais jovens desafiados cronicamente 

apresentaram aumento de IL-4 e IL-10. No cérebro, os animais envelhecidos desafiados com LPS 

apresentaram aumento significativo de IL-1b, IL-6, IL-10 e IL-4 no modelo crônico, o que não foi 

visto nos animais jovens. A quantificação da autofluorescência da lipofuscina no cérebro dos animais 

envelhecidos demonstrou que, no modelo agudo, o LPS diminui o conteúdo de lipofuscina, enquanto 

que no modelo crônico, o conteúdo de lipofuscina nos cérebros dos animais envelhecidos se apresenta 

aumentado. Finalmente, a análise cerebral da concentração de HNE, produto da peroxidação lipídica e 

importante marcador de estresse oxidativo, indicou maior suscetibilidade dos animais envelhecidos ao 

estresse oxidativo. Nossos dados sugerem que a inflamação sistêmica de baixa intensidade aumenta a 

suscetibilidade dos animais envelhecidos a prejuízos cognitivos, que estão associados a estresse 

oxidativo, desregulação na produção de citocinas a nível periférico e cerebral e disfunção microglial. 

 

 

Palavras-chave: envelhecimento, déficit cognitivo, microglia, neuroinflamação, estresse oxidativo.
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ABSTRACT 

Populational aging is a widespread global phenomenon. The physiological decline caused by aging is 

exacerbated by episodes of systemic inflammation, increasing the risk of neurodegenerative diseases, 

whose main characteristic is the presence of neuroinflammation. It is characterized by activation of 

microglia, the central nervous system-resident immune cells. Microglia has protective functions but, in 

the ageing process, this function may be compromised. The mechanisms involved in ageing 

neurological disorders are not completely understood, and data suggests that microglial functions 

could contribute to cognitive decline associated with aging. The aim of this study was to investigate 

the role of chronic systemic inflammation in cognitive impairment associated with aging. Acute and 

chronic low-grade systemic inflammation was induced in younger (2-4 months) and aged (14-18 

months) Swiss Webster male mice. The acute model consisted of applying an intraperitoneal injection 

of lipopolysaccharide (LPS, 0,3mg/Kg) and the chronic model was induced by injections of LPS for 

seven weeks. The control groups were manipulated but they didn’t received any injections. Cognitive 

assessments were performed trough open field, object recognition and water maze tasks. Brains were 

then collected for morphological assessment of microglial activation, cytokines, lipofuscin 

quantifications and oxidative stress analysis. The open field task showed that the aged animals explore 

and move less than the young ones, chronic challenge with LPS did not affect the result. The object 

recognition test showed that aged mice chronically challenged with LPS had a deficit in short-term 

memory, compared to aged control, young animals that were challenge with LPS showed no 

differences in the test performance. Moreover, the water maze test showed the effect of LPS in the loss 

of spatial memory of aged animals in comparison with aged controls. Morphological assessment of the 

microglia in the acute and chronic model showed that aged mice presented dystrophic cels in the 

hippocampus, and LPS treatment did not affect this pattern. Analysis of plasma and brain cytokines 

revealed that aged animals have problems in the resolution of the inflammatory response, with a 

decrease in plasmatic IL-4 in both chronic and acute model, while young animals chronically 

challenge with LPS showed significant increase in IL-4 and IL-10. In the brain, aged animals 

challenge with LPS showed a significant increase in IL-1b, IL-6, IL-10 and IL-4 in the chronic model, 

the young animals didn’t show this pattern. Autofluorescence quantification revealed that chronic 

systemic inflammation increased lipofuscin accumulation on brains of aged mice. Brain analysis of the 

concentration of HNE, product of lipid peroxidation and important marker of oxidative stress, 

indicated that the aged animals have increased susceptibility to oxidative stress. Taken together our 

data suggests that systemic inflammation in aged animals increases susceptibility to cognitive 

impairment, oxidative stress, abnormal production of cytokines at peripheral and cerebral levels and 

microglial dysfunction. 

 

  

 

 

 

 

 

Key words: aging, cognitive dysfunction, microglia, neuroinflammation, oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A epidemiologia do envelhecimento 

O envelhecimento da população constitui uma das transformações demográficas mais 

importantes do século 21. Pela primeira vez na história, o numero de pessoas com 65 anos ou 

mais irá superar o numero de crianças abaixo de 5 anos de idade (figura 1). Em 2010, 

aproximadamente 524 milhões de pessoas tinham 65 anos ou mais, representando 8% da 

população mundial; em 2050, estima-se que estes dados se aproximarão de 1,5 bilhões, 

representando 16% da população mundial. A maior parte deste envelhecimento populacional 

está projetada para se concentrar em países menos desenvolvidos. Entre 2010 e 2050, espera-

se que o número de pessoas idosas cresça mais de 250% nos países em desenvolvimento, 

enquanto que, em países desenvolvidos, a estimativa é de apenas 71% (OMS, 2011). 

Até 2025, o Brasil será o sexto país do mundo com o maior número de pessoas idosas, 

segundo dados da OMS (2011). Em menos de 50 anos, o número de idosos no país passou de 

3 milhões em 1960 para 20 milhões em 2008, um aumento de quase 700% (Veras, 2009). 

Estima-se que, em 2050, o número de pessoas no Brasil com 65 anos ou mais represente 

22,71% da população total brasileira, ou seja, aproximadamente 50 milhões de pessoas 

(IBGE, 2009).  

 

Figura 1. Crianças e idosos, em porcentagem da população global: 1950-2050(Extraído de OMS, 2011). 

 O aumento na expectativa de vida é uma das causas mais importantes para esse 

fenômeno: em 2050, espera-se que a expectativa de vida nos países desenvolvidos será de 

87,5 anos para os homens e 92,5 para as mulheres (contra 70,6 e 78,4 anos em 1998). Já nos 

países em desenvolvimento, será de 82 anos para homens e 86 para mulheres, ou seja, 21 anos 

a mais do que os 62,1 e 65,2 atuais (Berquó, 2006). A Organização Mundial da Saúde (2011) 

prevê que, entre 2010 e 2050, o número de indivíduos centenários aumentará 10 vezes (figura 

2). 
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Figura 2. Variação percentual da população mundial por idade: 2010-2050 (Extraído de OMS, 2011) 

 Como consequência do envelhecimento populacional, o mundo tem experimentado 

uma transição epidemiológica, caracterizada pelo declínio das doenças agudas e aumento de 

casos de doenças crônicas. Durante os próximos 10 ou 15 anos, haverá mais mortes causadas 

por doenças crônicas, como câncer, diabetes e doenças cardiovasculares, do que por doenças 

parasitárias e infecciosas (OMS, 2011). No Brasil, o índice de mortalidade causado por 

doenças infectocontagiosas chegou a cair de 40% para 10% em menos de 50 anos. O oposto 

ocorreu em relação às doenças cardiovasculares: em 1950, eram causa de 12% das mortes e, 

até o ano de 2000 representavam mais de 40% (IBGE, 2009). 

Em 2008, aproximadamente 44% das mortes causadas por doenças crônicas ocorreram 

em pessoas com mais de 70 anos de idade. (OMS, 2011). Esse fato caracteriza um novo 

problema para as políticas públicas de saúde, uma vez que a demanda nos serviços nesse 

campo precisa se ajustar às necessidades do idoso, que necessita de cuidados constantes, 

medicação contínua e exames periódicos. 

1.2. Envelhecimento 

O envelhecimento é um processo biológico inevitável que está associado ao declínio 

fisiológico de funções orgânicas (OMS, 2004). As mudanças que ocorrem durante este 

processo não são lineares ou consistentes, pois durante o envelhecimento há um acúmulo 

gradual de danos celulares e moleculares ao acaso. O ritmo e o efeito do envelhecimento estão 

relacionados a diferenças individuais dependentes de eventos de natureza genética, sócio-

histórica e psicológica (Neri, 2005). 
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O envelhecimento pode ser considerado fisiológico (senescência) quando há presença 

de transformações orgânicas, morfológicas e funcionais, mas não há ocorrência de problemas 

infecciosos ou psicológicos. Uma das principais transformações deste processo é a presença 

de um estado de inflamação crônica de baixa intensidade (inflammaging). O envelhecimento 

patológico (senilidade) é um processo em que há presença de doenças crônicas ou outras 

alterações biológicas ou psicológicas que interferem na saúde e independência do idoso 

(Cidrack, 2004) (figura 3). As doenças incapacitantes que ocorrem nos idosos geralmente 

cursam de forma crônica e, segundo a OMS, já representam mais de 87% dos casos de 

doenças na população de 60 anos ou mais (2011). 

 

Figura 3. Diferença na capacidade funcional no envelhecimento (adaptado de Kalache e Kickbuch, 1997) 

 As doenças crônicas são definidas como condições de longo prazo que são 

manifestadas pelas interações entre fatores genéticos e fatores ambientais externos (Hui, 

2015). As principais doenças crônicas que afetam os idosos são doenças cardiovasculares, 

hipertensão, derrame, diabetes, câncer, doença pulmonar obstrutiva crônica, artrite, 

osteoporose e doenças mentais como depressão e demência (OPS, 2005). 

 O envelhecimento é geralmente associado a um declínio gradual das funções 

cognitivas, especialmente no processamento de informações e memória, o que pode acarretar 

uma diminuição na qualidade de vida de um idoso (Salthouse, 2010). Portanto, o estudo dos 
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mecanismos responsáveis pelas alterações comportamentais e a identificação precoce de 

alterações moleculares relacionadas a estas têm sido cada vez mais importante para a 

compreensão das bases biológicas relacionadas ao envelhecimento e ao declínio cognitivo. 

1.3. Doenças mentais no envelhecimento  

O maior fator de risco para o declínio cognitivo nos indivíduos é a idade. Durante o 

processo de envelhecimento ocorrem diversas alterações no indivíduo que podem interferir de 

forma macro e microscópica no encéfalo. Tais alterações no sistema nervoso central (SNC) 

podem se manifestar como disfunções comportamentais que podem, a longo prazo, evoluir 

para demência.  

A demência é uma das principais causas de incapacidade na velhice, gerando um 

grande impacto na independência do idoso. O total de pessoas com demência no mundo foi 

estimado em 35,6 milhões em 2010, e projeta-se que estes números dupliquem a cada 20 

anos, se aproximando de 65,7 milhões de casos em 2030 e 115,4 milhões de casos em 2050. 

O número total de casos de demência no mundo por ano é de aproximadamente 7,7 milhões, o 

que significa um novo caso diagnosticado a cada 4 segundos. No Brasil foi estimado que, em 

2010, aproximadamente um milhão de pessoas conviviam com a demência. O Brasil é o nono 

país do mundo em números de casos de demência (OMS, 2006). 

As mudanças no encéfalo durante a demência incluem a redução no peso e no volume 

do órgão, o aspecto dos giros e sulcos, o volume dos ventrículos, o tamanho e o número dos 

neurônios, a diminuição na extensão das ramificações dendríticas, a diminuição do número de 

espinhas dendríticas e de sinapses, o acúmulo do pigmento lipofuscina, o aparecimento de 

placas senis e os enovelamentos ou emaranhados neurofibrilares (Mattson, 2003; Scahill et 

al., 2003). Existem vários subtipos etiológicos de demência, onde se incluem doenças 

neurodegenerativas (como a doença de Alzheimer e a doença de Parkinson) e doenças 

vasculares (como a demência vascular) (Laxton e Lozano, 2013). Esta síndrome de natureza 

crônica e progressiva causa perturbação de múltiplas funções corticais superiores como 

formação de memória, orientação, capacidade de aprendizagem e julgamento (OMS, 2012).  

1.3.1 Formação da memória 

A memória pode ser descrita como a capacidade de armazenar e evocar informações 

através dos processos de aquisição e armazenamento/consolidação. A aquisição refere-se ao 

período de tempo entre a percepção de estímulos provenientes de uma experiência e o 

momentos que esses estímulos são codificados em uma forma de memória particular. A 
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atenção é um fator decisivo durante essa fase (Hamann, 2001; Kentros et al., 2004). A 

consolidação é o processo pelo qual uma informação adquirida é estabilizada para ser 

armazenada como memória de longa duração. Esse processo é vulnerável a interferências 

farmacológicas ou comportamentais (Glaser et al., 2010; Squire et al., 2015). Durante a dita 

consolidação celular da memória, ocorre uma série de processos metabólicos em diferentes 

estruturas encefálicas associadas ao armazenamento da memória. A duração de tal processo, 

entretanto, depende da estrutura cerebral envolvida (Izquierdo e Medina, 1997). O tempo 

transcorrido entre a aquisição e o armazenamento é chamado de janela de consolidação, e é o 

momento onde pode-se fazer o maior número de análises sobre os mecanismos de formação 

da memória, além de intervir sobre a mesma (Wallenstein et al., 2002; Berlese et al., 2005; 

Fulton et al., 2005). A evocação é o último processo da memória, é rotineiramente chamado 

de lembrança. 

O processo de consolidação das memórias passa por um evento conhecido como 

potenciação de longa duração (LTP). Nesse processo, ocorre uma alteração da eficiência 

sináptica em resposta à estimulação (McGaugh, J.L. 2000). A produção da LTP in vitro utiliza 

processos bioquímicos semelhantes àqueles utilizados para a consolidação das memórias 

(Clarke et al., 2010). 

A memória pode ser classificada de acordo com a sua duração ou seu conteúdo. Se 

tratando de tempo, as informações que estão disponíveis por um período curto de tempo 

(segundos ou minutos) são classificadas como memória de trabalho. Esta compreende um 

sistema de controle de atenção (executivo central), auxiliado por dois sistemas de suporte (de 

natureza vísuo-espacial e outro de natureza fonológica) que ajudam no armazenamento 

temporário e na manipulação das informações. O executivo central tem sua atividade 

relacionada ao funcionamento do lobo frontal e do cerebelo. O sistema de suporte vísuo-

espacial tem um componente visual, relacionado à região occipital e um componente espacial, 

relacionado a regiões do lobo parietal. Já no sistema fonológico, a articulação subvocal auxilia 

na manutenção da informação. As memórias que são armazenadas por um tempo maior que a 

memória de trabalho, mas ainda por um tempo curto (minutos ou algumas horas), são 

chamadas de memórias de curta duração. Ela envolve estruturas como o hipocampo, a 

amígdala, o córtex entorrinal e o giro para-hipocampal, sendo depois transferida para as áreas 

de associação do neocórtex parietal e temporal. A memória que está disponível durante mais 

tempo (dias ou anos) é chamada de memória de longa duração, esta leva tempo para ser 

consolidada, e é suscetível a numerosos fatores nas primeiras horas após sua aquisição 

(Mcgaugh, 1966; Izquierdo, 1989; Mcgaugh, 2000). Segundo Lombroso (2004), para a 
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formação de memória de longo prazo é necessário modificação estrutural e funcional nos 

neurônios. Alterações morfológicas nas sinapses devem ocorrer permitindo a formação de 

novas sinapses e fortalecimento das antigas. Uma série de eventos intracelulares é necessária 

para que ocorram as modificações estruturais nas sinapses requeridas para o aprendizado, 

como liberação de neurotransmissores e formação de proteínas (Lombroso, 2004). 

Em termos de conteúdo, pode-se classificar as memórias em: declarativa e não-

declarativas. As memórias não-declarativas está relacioana a habilidades e hábitos, como a 

memória de procedimentos, que é a memória de atos motores ou de concatenações de atos 

motores. Esta tem uma localização cortical em parte, pelo menos inicialmente, mas depois 

envolve os gânglios basais e o cerebelo. É a chamada memória procedural, avaliada 

geralmente por meio de demonstrações, e geralmente não precisa de evocação consciente 

(Nadel et al., 2000). A memória declarativa é conscientemente evocada, é a memória de fatos, 

de eventos, de pessoas, de faces, de conceitos, de ideias. Estas se formam inicialmente em 

uma região do lobo temporal, o hipocampo. A informação que irá converter-se eventualmente 

em memórias no hipocampo entra pelo córtex entorrinal, que recebe fibras de todas as vias 

sensoriais, de praticamente todo o córtex (Izquierdo, 1989). 

A variedade de memórias possíveis é tão grande que é evidente que a capacidade de 

adquirir, armazenar e evocar informações é inerente a muitas áreas ou subsistemas cerebrais, e 

não é função exclusiva de nenhuma delas. Os mecanismos que selecionam as informações que 

serão eventualmente armazenadas também são diversos, e envolvem processos no hipocampo 

e na amígdala. A lesão bilateral destas duas estruturas do lóbulo temporal não causa a perda 

de memórias existentes, com a exceção daquelas mais recentes, que ainda não foram 

adequadamente consolidadas. Entretanto, ela impede a aquisição de novas memórias 

declarativas (Schutz e Izquierdo, 1979; Markowitsch e Pritzel, 1985). O hipocampo recebe 

projeções das diversas vias sensoriais através de vias secundárias originadas na formação 

reticular mesencefálica, septo, amígdala, e córtex. (Green, 1964). 

O hipocampo possui um circuito funcional que representa o sistema hipocampal 

(figura 4) onde elementos como o giro denteado, CA1 e o CA3 são capazes de evidenciar 

plasticidade (Izquierdo e Medina, 1997). 
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Figura 4. Hipocampo. Estrutura interna do hipocampo. 

Evidências recentes sugerem que o hipocampo é especializado, de fato, no 

reconhecimento de ambientes, mais do que no reconhecimento de qualquer estímulo (O'keefe, 

1978). É provável que o reconhecimento da novidade ou não de determinadas ou de todas as 

situações em geral, por parte do hipocampo, envolva, primariamente, o reconhecimento do 

contexto espacial de cada estímulo ou de uma configuração de estímulos em particular 

(O'keefe, 1978). 

A formação da memória ocorre com o desencadeamento de diversos fatores como a 

plasticidade sináptica, que refere-se a eventos que levam a mudanças na força sináptica. 

Classicamente, a plasticidade sináptica no hipocampo se inicia com a ativação dos receptores 

do glutamato do tipo AMPA e do tipo NMDA. Uma vez que o receptor NMDA é ativado, 

ocorre uma mobilização de cálcio para o meio intracelular, que leva à ativação de diversas 

proteínas quinases como as proteínas cálcio dependentes (PKC). Vias de fatores de 

transcrição são ativadas o que leva à síntese e liberação de glutamato e aumento da expressão 

de seus receptores (Izquierdo e Medina, 1997). 

 Os mecanismos responsáveis pelas alterações neurológicas durante o envelhecimento 

ainda não são bem compreendidos. Evidências clínicas e experimentais sugerem que 

infecções recorrentes ou doenças inflamatórias crônicas podem acelerar o declínio cognitivo 

associado a doenças neurodegenerativas e ao envelhecimento (Perry et al., 2007; Moraes et 

al., 2015). 

1.4. Inflamação e conexões neuroimunológicas 

O processo inflamatório consiste na resposta orgânica diante de lesão tecidual ou 

infecção. Este processo fisiológico envolve uma ação coordenada entre o sistema imunológico 
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e o tecido no qual ocorreu à lesão. A resposta inflamatória é essencial para a sobrevivência, 

tentando proteger o organismo de estímulos nocivos.  

A resposta inflamatória se inicia através do sistema imune inato, que é composto por 

células efetoras e de resolução como macrófagos, mastócitos, fibroblastos, células dendríticas, 

células endoteliais, monócitos e neutrófilos. Estas células possuem receptores expressos em 

sua superfície chamados receptores de reconhecimento de padrões moleculares (pattern 

recognition receptors, PRRs) que são capazes de reconhecer estruturas moleculares 

características de microorganimos ou de lesão celular e estimular a imunidade inata a agir 

diretamente contra os agentes estressores ou infecciosos através da fagocitose, liberação de 

citocinas e moléculas coestimuladoras do sistema imune adaptativo. Os receptores da família 

Toll (toll-like receptors, TLR) e os receptores do tipo NOD (nucleotide-binding 

oligomerization domain), domínios de oligomerização de ligação de nucleotídeos) são 

exemplos de PRRs e moléculas como lipopolissacarídeo (LPS), ácido lipoteicoico, HMGB-1, 

DNA mitocondrial, heme, etc, são exemplos de estruturas que estimulam a imunidade inata e 

são conhecidas como padrões moleculares associados a patógenos (Pathogen-associated 

molecular pattern, PAMP) e padrões moleculares associados ao dano tecidual (Damage-

associated molecular pattern, DAMP) (Medzhitov e Janeway, 2000; Hansen et al., 2011). 

O processo inflamatório é composto de três fases, cada qual mediada por diferentes 

mecanismos: uma fase aguda, caracterizada pela curta duração e apresentação dos sinais 

cardinais que são a dor, calor, rubor, edema e a perda da função; uma fase tardia, que pode 

perdurar por tempo indeterminado, caracterizada pela infiltração de leucócitos e células 

fagocitárias; e uma fase proliferativa crônica, na qual ocorre regeneração tecidual e fibrose. 

Quando o processo é bem sucedido, ocorre a resolução da inflamação, atingindo o seu 

objetivo de conter, diluir e destruir o agente agressor. Neste caso o edema e as proteínas são 

drenados pelos vasos linfáticos. Depois disso o tecido inflamado volta ao normal (GILMAN 

et al., 2006).  

A resolução do processo inflamatório agudo é um processo ativo e altamente 

coordenado, controlado por diferentes vias bioquímicas que são ativadas e que produzem 

diversos mediadores lipídicos, os quais apresentam características pró-resolução (GILROY et 

al., 2004). Estes mediadores lipídicos possuem, dentre outras propriedades, a capacidade de 

inibir a migração de leucócitos para o local inflamado, são capazes de reverter a 

permeabilidade vascular e a vasodilatação, e promover a remoção de neutrófilos apoptóticos 
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sem que ocorra a produção e liberação adicional de mediadores pró-inflamatórios 

(WILLOUGHBY et al., 2000; SERHAN et al., 2007; BANNENBERG e SERHAN, 2010). 

Durante o envelhecimento, ocorrem alterações celulares que acarretam em mudanças 

no sistema imunológico do idoso, que pode se tornar menos funcional. Tais alterações 

induzem um estado de inflamação crônica no indivíduo, também conhecido como 

inflammaging. As características do inflammaging diferem dos tradicionais cinco sinais 

cardinais da inflamação aguda, já que o fernômeno é de baixa intensidade, controlado, 

assintomático, crônico e sistêmico (Giunta, 2006). Este processo é evidenciado pelo aumento 

sérico nos níveis de citocinas como IL-6,TNF-a e IL-1b (Bruunsgaard et al., 1999; 

Bruunsgaard e Pedersen, 1999; Michaud et al., 2013). Os mecanismos em torno desse 

aumento basal da inflamação associado à idade não são completamente entendidos; porém, 

envolvem mudanças no número e na função das células do sistema imune inato, além de 

alteração na expressão e sinalização dos receptores de reconhecimento padrão (Pattern 

recognition receptor, PRRs) que induzem a secreção de citocinas (Shaw et al., 2013). 

Acredita-se que o estado de inflammaging pode contribuir para o aparecimento de doenças 

associadas ao envelhecimento (Campisi e Robert, 2014; Franceschi e Campisi, 2014). 

A resposta inflamatória sistêmica se propaga para o SNC por diferentes vias. Uma das 

vias é neural, e envolve a ativação do nervo vago aferente, que funciona como um sensor 

visceral da inflamação durante infecções abdominais e viscerais(Mravec, 2010; Janig e Green, 

2014). O nervo vago possui receptores de citocinas e de padrões moleculares em seu axônio 

que se projeta para os núcleos da base do cérebro. Outra via é humoral, através dos orgãos 

circunventriculares e o plexo coroide, sítios desprovidos de barreira hemato-encefálica que 

expressam constitutivamente proteínas importantes no reconhecimento de patógenos como 

TLR, CD14 e receptores de citocinas pró-inflamatórias. O plexo coroide consiste de um tapete 

de capilares que cobre as células ependimais dos ventrículos. Estas células são responsáveis 

pela produção do líquor. A ativação de TLRs presentes nos orgãos circunventriculares induz a 

produção e liberação de citocinas no sistema nervoso central (Tracey, 2002; Czura e Tracey, 

2005). Além das vias clássicas, foi recentemente descoberto que o SNC possui sistema 

linfático: os vasos são encontrados nos seios durais próximo a grandes vasos sanguíneos e são 

responsáveis por transportar as células imunológicas (Louveau et al., 2015). A propagação 

destas vias de sinalização para o cérebro leva à ativação da microglia e à secreção de citocinas 

pró-inflamatórias no parênquima cerebral. Além das observações clínicas, estudos em 

modelos animais mostram que existe uma conexão entre a produção de citocinas no SNC e o 

comportamento associado à doença e à depressão (Dantzer et al., 2008).  
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1.4.1 Citocinas 

As citocinas compreendem um grupo de pequenos polipeptídeos (8-30 kDa) que foram 

originalmente caracterizados como imunomoduladores e que possuem diversas funções em 

diferentes tecidos. Com base em sua estrutura molecular e ações fisiológicas, as citocinas são 

divididas em interleucinas (IL), interferons (IFN), fatores de necrose tumoral (TNF), 

quimiocinas e fatores de crescimento (Rosenbaum et al., 1998). 

No SNC, estas moléculas estão envolvidas na modulação de diversas funções e 

disfunções neurológicas. As citocinas contribuem para a defesa do SNC e o reparo tecidual, 

controlam a atividade sináptica e regulam positivamente os circuitos neuronais promovendo à 

LTP (Viviani et al., 2004; Viviani et al., 2007). 

O sistema imune periférico pode influenciar o SNC através da síntese de citocinas, 

gerando uma série de alterações comportamentais conhecidas como “comportamento de 

doença” (sickness behaviour): dentre elas, a redução de ingestão de alimentos, a diminuição 

da interação social, e alterações no humor e na cognição (Dantzer et al., 2008). Estas citocinas 

produzidas no sistema periférico entram no SNC através da difusão passiva ou são ativamente 

transportadas através da barreira hematoencefálica (Banks et al., 2001; Banks, 2006). A 

produção local de citocinas no SNC é derivada dos astrócitos e microglia e pode ocorrer de 

forma exacerbada após a ativação destas células em resposta a estímulos. 

No envelhecimento, o balanço homeostático entre mediadores proinflamatórios e anti-

inflamatórios encontra-se em desequilíbrio. A desregulação das citocinas em prol de um 

estado proinflamatório está relacionado a efeitos prejudiciais que podem resultar em 

neurotoxicidade (Viviani et al., 2004; Lynch, 2010). 

1.5. Neuroinflamação  

 Processos inflamatórios podem ocorrer no SNC em resposta a estímulos patogênicos, 

isquêmicos ou traumático-hemorrágicos, através de mediadores inflamatórios como citocinas, 

alarminas e componentes de bactérias, fungos e outros agentes infecciosos (Diener et al., 

2013). Esta resposta inflamatória no SNC é conhecida como neuroinflamação e é 

caracterizada pela ativação das células gliais, como astrócitos e microglia (Kreutzberg, 1996; 

Streit et al., 1999), pelo aumento da concentração de diferentes citocinas e quimiocinas e, em 

certas condições mais graves, disfunção ou quebra da barreira hematoencefálica (Lossinsky e 

Shivers, 2004). 
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A função do SNC depende de circuitos neurais precisos que integram regiões cerebrais 

com funções especializadas. Portanto, dependendo da região cerebral, determinadas lesões 

podem inativar vias neurais específicas, gerando déficits cognitivos e/ou motores, como o 

comprometimento de neurônios hipocampais causando perda de memória na doença de 

Alzheimer, e a degeneração de neurônios da substantia nigra causando déficits motores na 

doença de Parkinson (Mattson e Magnus, 2006).  

Devido à variedade de natureza, severidade e local da lesão, a resolução do processo 

inflamatório nem sempre é possível, e a persistência da resposta pode ocasionar uma 

progressão na inflamação, que pode passar de aguda para crônica (Bajramovic, 2011). A 

neuroinflamação aguda é uma resposta do SNC a infecção ou injúria tecidual, que causa 

alterações metabólicas e comportamentais. A manifestação neurológica da inflamação 

sistêmica é conhecida como delirium, síndrome de natureza aguda e transiente causada por 

alterações nas funções corticais. É mais frequente em pessoas idosas, principalmente naquelas 

com demências, déficits sensoriais, déficits funcionais e múltiplas comorbidades. Representa 

uma emergência médica e os sintomas incluem alterações da consciência e distúrbios de 

atenção e concentração (Perry et al., 2007). A neuroinflamação crônica é uma resposta 

prolongada no SNC devido à persistente presença do estímulo lesivo ao tecido, e à 

autopropagação da resposta de ativação microglial (Streit, 2004). 

Apesar da diferença em sua apresentação clínica, a neuroinflamação tem sido 

identificada como um processo crucial para a progressão de muitas doenças 

neurodegenerativas (Choi et al., 2007), pois a ativação crônica das células gliais contribui 

para disfunção, lesão e morte neuronal (Streit, 2004) devido à secreção de produtos tóxicos 

como espécies reativas de oxigênio, oxido nítrico (NO), enzimas proteolíticas, fatores do 

sistema complemento e aminoácidos excitatórios (Halliday et al., 2000). 

Além de neurônios, o SNC possui células gliais que contribuem de diversas formas 

para a sustentação da homeostase tecidual e para a neuroinflamação. As células gliais podem 

ser divididas, principalmente, em três diferentes classes: os oligodendrócitos, que estão 

presentes na substancia branca e formam a bainha de mielina em torno dos axônios (Pfeiffer 

et al., 1993); a microglia, caracterizada por monitorar o ambiente externo, respondendo aos 

sinais de desequilíbrio na homeostase (Kreutzberg, 1996) e os astrócitos, que participam de 

todas as funções essenciais do SNC, como metabolismo energético, defesa imunológica e 

neurotransmissão (Oberheim et al., 2012). 
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1.5.1. Astrócitos 

Os astrócitos são as células gliais mais abundantes do SNC, e representam 25% do 

volume total do cérebro humano (Guillamon-Vivancos et al., 2015). Diferentemente das 

células da microglia, que possuem origem mesodermal, os astrócitos têm origem ectodérmica 

e podem ser classificados em duas subpopulações com base em sua morfologia e localização 

(Kimelberg, 1983). Os astrócitos protoplasmásticos estão presentes na substância cinzenta 

cerebral e possuem processos de ramificação menos pronunciados, enquanto que os astrócitos 

fibrosos são encontrados na substância branca e contém longas fibras finas e ramificadas 

(Miller e Raff, 1984). Entre as características gerais dos astrócitos, destaca-se a presença de 

prolongamentos com filamentos intermediários cujo componente principal é a proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP), clássico marcador de ativação deste tipo celular e que faz parte de uma 

família de proteínas de citoesqueleto que também inclui vimentina, nestina e outros (Eng, 

1985). 

Os astrócitos desempenham uma série de funções essenciais para a homeostase do 

SNC, incluindo manutenção dos níveis iônicos do meio extracelular, alterados com a descarga 

de potenciais de ação dos neurônios; captação e liberação de neurotransmissores, com papel 

crítico no metabolismo de glutamato e GABA; participação na formação da barreira 

hematoencefálica; secreção de fatores tróficos essenciais para sobrevivência e diferenciação 

dos neurônios; direcionamento de axônios e funcionamento das sinapses (Nones et al., 2010; 

Stipursky et al., 2012); regulação no fluxo sanguíneo e suporte metabólico para os neurônios 

(Magistretti, 2011). 

Evidências sugerem que os astrócitos também possuem papel na defesa imunológica. 

Diversos estudos recentes mostram que há nestas células expressão de receptores TRL4, 

TLR3, além de receptores de manose e fatores do sistema complemento (Farina et al., 

2007).Em várias patologias do SNC, os astrócitos reagem prontamente à lesão, levando à 

astrogliose (Guo et al., 2007). A astrogliose é um processo caracterizado pelo aumento dos 

filamentos intermediários, hipertrofia celular e aumento anormal do número de células. 

Quando ativados, os astrócitos sintetizam uma variedade de fatores tróficos, citocinas e 

componentes da matriz extracelular (Eddleston e Mucke, 1993). Ao longo do tempo, no 

entanto, a astrogliose pode se tornar prejudicial, secretando substancias neurotóxicas 

excessivas e dificultando a recuperação funcional (Zhang et al., 2010). 

A astrogliose está associada ao aparecimento e duração do dano celular neuronal na 

região do cérebro afetada. Acredita-se que ela é um componente de diversas neuropatologias 
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como epilepsia (Miyazaki et al., 2003), acidente vascular cerebral (Hayakawa et al., 1979), 

isquemia cerebral (Zhu et al., 2007), esclerose múltipla (Lycke et al., 1998) e esclerose lateral 

amiotrófica (Ferri et al., 2004). 

1.5.2 Microglia 

Descrita inicialmente por Pío Del Río Hortega em 1932, a microglia é considerada um 

dos principais sistemas de defesa do SNC, e se distribui por todo o tecido cerebral chegando a 

representar, em humanos, 16% de toda a população celular cerebral (Norden e Godbout, 

2013). Também conhecidas como macrófagos residentes do SNC, estas células têm origem 

mieloide e migram para o SNC durante o desenvolvimento embrionário (Del RIO-

HORTEGA, 1932) e provavelmente também durante o curso da vida, principalmente após 

injuria e trauma (Graeber e Streit, 2010). 

A microglia possui morfologia distinta, quando comparada com macrófagos de outros 

tecidos. O seu formato típico, no estado inativado, é bem ramificado, com muitos 

prolongamentos; porém, durante situações de injúria tecidual, estas células se ativam e 

tornam-se hipertróficas, com aumento do volume do corpo celular e diminuição dos 

prolongamentos (Figura 5). No seu grau máximo de ativação apresentam morfologia 

ameboide, arredondada com prolongamentos grossos e menos numerosos. Há também 

descritos na literatura outros tipos morfológicos de microglia: as que apresentam forma de 

bastão, com núcleo alongado, citoplasma escasso e poucos prolongamentos, mais comuns em 

doenças crônicas, e a morfologia distrófica, que é caracterizada por ter corpo celular alargado, 

perda de ramificação e produção de esferoides citoplasmáticos; foi sugerido que a morfologia 

distrófica é característica da microglia disfuncional associada ao envelhecimento (Streit, 

2006). 
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Figura 5. Morfologia microglial. Diferentes exemplos de morfologias da micróglia.  

Durante a homeostase, a microglia possui funções essenciais, como monitoramento de 

sinapses (Wake et al., 2009), limpeza de células apoptóticas e restos celulares (Sierra et al., 

2010) e também estão envolvidas na poda sináptica (synaptic pruning) (Paolicelli et al., 

2011). A sua morfologia, em homeostase, se apresenta ramificada com longos e finos 

processos com alta motilidade. A contínua mobilidade garante que a microglia possa detectar 

e responder rapidamente a distúrbios na homeostase (Davalos et al., 2005). A ativação da 

microglia, em situações patológicas, resulta em migração para o local da lesão, processamento 

e apresentação de antígenos, produção de fatores citotóxicos e neurotróficos (Dheen et al., 

2007) e fagocitose de substâncias indesejadas (Farfara et al., 2008). A microglia é a principal 

célula fagocítica do SNC, e possui a capacidade de fagocitar células vivas, como neurônios 

(Neher et al., 2013), progenitores neuronais (Hoeppner et al., 2001), neutrófilos (Neumann et 

al., 2008) e gliomas (Kopatz et al., 2013) em horas. A fagocitose de neurônios viáveis requer 

sinais específicos (eat-me signals) que estão aumentados em situações de estresse. Estudos 

mostram que a estimulação da microglia com ligantes de TLR in vitro, prejudica sua 

capacidade de discriminar neurônios viáveis de inviáveis (Neher et al., 2013). 

Diversos receptores de superfície de membrana são capazes de modular a resposta da 

microglia ao microambiente. Citocinas proinflamatórias e glutamato, por exemplo, podem 

causar uma ativação citotóxica que gera destruição de sinapses e dendrito, enquanto outros 

sinais, atuando através de moléculas de supressão imunológica, como fractalquina, podem 

alternar a ativação para um estado reparador (Blaylock, 2013). 

A definição dos tipos de ativação destas células foi baseada inicialmente em 

macrófagos periféricos caracterizados por experiências in vitro e confirmado em roedores. O 

estado de ativação destas células pode ser classificado em dois subtipos: classicamente 

ativado (subtipo M1) e alternativamente ativado (subtipo M2) (Saijo e Glass, 2011). 

Evidências recentes sugerem que o mesmo macrófago periférico tem o potencial de adotar 

fenótipos M1 ou M2 baseado no tipo de estímulo (envelhecimento, lesão ou doença crônica) 

ou sobre o estado inicial da célula antes do estímulo (Mosser e Edwards, 2008). O fenótipo 

M1 está primariamente associado a uma elevada expressão de níveis de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1β, TNF-α, IL-6 e com a indução de neurodegeneração, enquanto que 

o fenótipo M2 pode estar relacionado ao reparo tecidual ou a um estado de regulação, com 

produção de citocinas anti-inflamatórias como TGFβ e IL-10 (Boche et al., 2013). 
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 Apesar de a microglia ter papel protetor do cérebro contra estímulos nocivos ao SNC 

durante todo o curso de vida, a eficácia das suas funções aparenta se deteriorar com o avanço 

da idade. Os efeitos do envelhecimento podem estar associados à perda de função e também a 

respostas de hiper-reatividade microglial (Franceschi et al., 2000). A hiper-reatividade 

microglial foi observada em um modelo murino de doença de príon, onde, após a 

administração de LPS, estas células secretavam mais IL-1beta e causavam a aceleração da 

neurodegeneração (Combrinck et al., 2002). Baseado nestas observações, o conceito de 

microglia pré-ativada foi introduzido por Perry (Perry et al., 2003; Perry, 2004). 

Morfologicamente, a microglia pré-ativada é caracterizada por se apresentar de forma 

parecida a uma micróglia ativada; porém, estas células não são capazes de secretar moléculas 

pró-inflamatórias. Em um estímulo inflamatório sistêmico, a micróglia induz uma resposta 

inflamatória mais rápida e maior, em comparação a uma micróglia não primada. Outras 

características da microglia relacionadas à idade incluem: senescência replicativa associada ao 

encurtamento dos telômeros (Flanary et al., 2007); motilidade diminuída, que resulta em 

diminuição da vigilância imunológica (Damani et al., 2011); aumento da expressão de 

marcadores inflamatórios como MHC II (complexo principal de histocompatibilidade classe 

II), CD68, CD11b/CR3, CD14 e receptores de reconhecimento padrões moleculares (Hart et 

al., 2012); possível deficiência no processo de fagocitose (Tremblay et al., 2010) e perda de 

homeostase proteica (proteostase) associada a doenças neurodegenerativas como doença de 

Alzheimer, doença de Parkinson e doença de Huntington (Taylor e Dillin, 2011). 

1.6. Estresse oxidativo 

 As espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species, ROS), tais como ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, são um grupo de moléculas reativas de 

origem predominantemente endógena, derivadas da redução incompleta do oxigênio. Embora 

existam fontes exógenas como radiação, cigarro e solventes orgânicos, a principal fonte de 

ROS é o próprio metabolismo celular, através da atividade de peroxissomos, xantina oxidase, 

citocromos p450, NADPH oxidases e mitocôndria (Giustarini et al., 2009). 

Em condições fisiológicas, ROS funcionam como importantes sinalizadores 

intracelulares e, em concentrações baixas, são essenciais para a regulação da autofagia, 

modulação da resposta imune, proliferação celular e indução adequada da plasticidade 

sináptica e formação de memória. Porém, em altas concentrações, as ROS possuem efeito 

prejudicial à integridade estrutural e funcional da célula (Oktyabrsky e Smirnova, 2007; 

Massaad e Klann, 2011). 
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Devido à instabilidade e potencial citotóxico das ROS, existem no organismo uma 

série de mecanismos antioxidantes que protegem os tecidos do dano oxidativo. Defesas 

antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas como superóxido dismutase (SOD), glutationa 

peroxidase (GPx), catalase, vitamina E, vitamina C e glutationa neutralizam os radicais livres, 

diminuindo seus efeitos deletérios. O desequilíbrio entre este sistema antioxidante celular e a 

concentração de ROS é definido como estresse oxidativo (Krinsky, 1992). 

Praticamente todas as células aeróbicas enfrentam a ameaça do estresse oxidativo. 

Entre os tecidos humanos, o cérebro é especialmente sensível ao dano oxidativo, devido ao 

seu elevado consumo de O2. Em seres humanos adultos, o cérebro representa apenas uma 

pequena percentagem do peso corporal, mas consome cerca de 20% do O2 basal (Verweij et 

al., 2007). 

A progressiva desregulação do metabolismo celular ocasiona alterações nos 

mecanismos de neutralização de ROS, acarretando em aumento de sua concentração. Este 

aumento na produção de ROS contribui para o processo de envelhecimento, através de 

modificações oxidativas de macromoléculas como lipídios, proteínas e DNA. As principais 

fontes endógenas de ROS são a mitocôndria e a NADPH oxidase (Sastre et al., 2000; Poulsen, 

2005). 

A formação de ROS pela mitocôndria ocorre durante a respiração celular, na cadeia 

transportadora de elétrons, onde são formados o ânion superóxido e posteriormente o 

peróxido de hidrogênio por ação da SOD. O peróxido de hidrogênio é então transformado em 

oxigênio e água por ação da catalase (CAT). Alterações na função da SOD e / ou CAT podem 

acarretar o aumento da produção de ânion superóxido e consequentemente estresse oxidativo 

e dano celular. Estudos têm demostrado que disfunções mitocondriais, tanto metabólicas 

quanto estruturais, são um fator importante na patogênese de doenças neurodegenerativas 

como as doenças de Alzheimer e Parkinson (Hirai et al., 2001; Zhu et al., 2006). 

As NADPH oxidases são complexos multiproteicos transmembranares, ativadas 

durante o processo inflamatório, cuja função é gerar ROS através da transferência de elétrons 

de um doador NADPH para o oxigênio molecular durante o processo inflamatório, formando 

o ânion superóxido. Estas enzimas estão presentes em células fagocíticas como a microglia e 

são compostas por seis subunidades: duas proteínas transmembranares (gp91phox, p22phox), 

três proteínas citosólicas (p47phox, p67phox, p40phox) e uma GTPase. Em células não-

fagocíticas, são encontrados homólogos da subunidade gp91phox (Nox1, Nox3, Nox4 e 
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Nox5) com diferenças significantes na estrutura, preferencia por substratos e tempo de 

atividade (Bedard e Krause, 2007). 

Através da SOD, ocorre a produção de peróxido de hidrogênio a partir do ânion 

superóxido e os efeitos de ambas moléculas estão relacionadas à sua capacidade de reagir com 

outros produtos, de modo a gerar outras ROS, tais como o radical hidroxila. O ânion 

superóxido também pode reagir com o óxido nítrico, molécula derivada de mediadores 

inflamatórios, levando à formação de peroxido de nitrito, um poderoso oxidante que pode 

formar radical hidroxila e gerar peroxidação lipídica (Beckman et al., 1990; Ramos et al., 

1992). 

A peroxidação lipídica é uma das principais fontes de lesão celular mediada por ROS, 

que desregula a estrutura e a função normal da bicamada lipídica, danificando diretamente a 

membrana e gerando inúmeros produtos secundários como o malondialdeído (MDA) e 4-

hidroxi-2-nonenal (HNE), importantes marcadores do dano oxidativo (Loidl-Stahlhofen et al., 

1994; Catala, 2011). 

O estresse oxidativo precoce é um mecanismo de lesão tecidual comum entre 

diferentes doenças inflamatórias e infecciosas agudas que afetam o cérebro. Dados do nosso 

grupo e de outros grupos mostram que o controle do estresse oxidativo na fase aguda de 

infecções graves como sepse e malária cerebral previne o aparecimento de déficits cognitivos 

posteriores (Barichello et al., 2007; Reis et al., 2012; Hernandes et al., 2014). 

Acredita-se que a formação de ROS e o dano oxidativo estão envolvidos na 

patogênese de diversas doenças neurodegenerativas. Marcadores de estresse oxidativo, como 

proteínas carboniladas, nitrotirosina, produtos de peroxidação lipídica e de bases de DNA 

oxidadas, foram detectados em concentrações aumentadas em tecidos cerebrais de pacientes e 

em modelos animais de várias doenças neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, 

esclerose lateral amiotrófica e doença de Huntington (Butterfield et al., 2010; Ruiperez et al., 

2010). 

Além da peroxidação lipídica, a oxidação de proteínas é relatada em muitos estudos 

sobre envelhecimento como contribuinte para a inibição ou danificação de múltiplas enzimas, 

afetando funções celulares como síntese de proteínas, metabolismo energético e dinâmica do 

citoesqueleto. Em adição a estas alterações, a oxidação de proteínas pode contribuir para a 

formação de agregados proteicos intracelulares que podem ter efeitos adicionais na 

homeostasia celular. As duas principais vias proteolíticas que medeiam a função de combate à 
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formação destes agregados são a via lisossomal e proteassomal. Durante o envelhecimento 

estas vias podem estar alteradas e a proteólise pode se tornar ineficaz e acúmulo de agregados 

lipoproteicos, como por exemplo a lipofuscina, pode se tornar mais intensa. (Agarwal e Sohal, 

1994; Stadtman e Levine, 2000; Sohal, 2002). 

Lipofuscina é uma forma especial de agregado autofluorescente, frequentemente 

observado durante o envelhecimento, composto por proteínas, lipídios, vestígios de 

carboidratos, metais e pigmentos conhecidos como ceroides (Brunk e Terman, 2002). A 

importância da lipofuscina na disfunção neuronal permanece desconhecida, mas acredita-se 

que estes agregados induzem neurotoxicidade através da formação de ROS (Brunk e Terman, 

2002; Szweda et al., 2003). 

Os mecanismos responsáveis pelas alterações neurológicas durante o envelhecimento 

ainda não são bem compreendidos. É possível que a imunoregulação prejudicada da microglia 

e o estresse oxidativo durante um desafio inflamatório possa determinar o acúmulo de 

proteínas neurotóxicas e consequente declínio na cognição dos idosos. 
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2. OBJETIVO 

 Avaliar o papel da inflamação sistêmica crônica de baixa intensidade no déficit 

cognitivo associado ao envelhecimento. 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Estabelecer o modelo experimental de inflamação sistêmica crônica de baixa 

intensidade em camundongos jovens e envelhecidos; 

 Avaliar parâmetros da resposta inflamatória sistêmica (contagem de leucócitos e 

citocinas plasmáticas) no modelo experimental; 

 Avaliar parâmetros da resposta inflamatória no sistema nervoso central (ativação de 

células gliais e citocinas no cérebro) no modelo experimental; 

 Comparar o desempenho cognitivo de camundongos jovens e envelhecidos frente ao 

desafio inflamatório crônico; 

 Avaliar estresse oxidativo e outros mecanismos moleculares associados ao declínio 

cognitivo em camundongos frente ao desafio inflamatório crônico. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais sob licença LW32/12 e LW36/10 (CEUA/FIOCRUZ). Foram utilizados 

camundongos machos da linhagem Swiss Webster com idades entre 2-4 meses (jovens) e 14-

18 meses (envelhecidos), fornecidos pelo biotério central da Fundação Oswaldo Cruz. Os 

animais foram mantidos em temperatura constante (25°C), com acesso livre a água e ração e 

ciclo de claro e escuro de doze horas no biotério do pavilhão Ozório de Almeida. 

3.2. Modelo experimental de inflamação sistêmica 

 Para modelar a inflamação sistêmica de baixo grau e acompanhar todas as possíveis 

mudanças nos animais durante o modelo experimental, foram realizados dois tipos de 

modelos, o agudo e o crônico (Figura 6 e 7). 

3.2.1. Modelo agudo 

No modelo agudo, dois grupos de animais, com idades diferentes receberam uma 

injeção com lipopolissacarídeo (LPS Escherichia coli; sorotipo 0111:B4) via intraperitoneal 

(i.p.) na dose de 0,33 mg/kg e as amostras foram coletadas 4 horas e 7 dias após a injeção. Os 

camundongos jovens e envelhecidos do grupo controle foram manipulados junto com os 

demais animais, porém não receberam injeções, uma vez que as injeções sham também 

podem causar inflamação de baixa intensidade. A inflamação sistêmica (através da contagem 

de leucócitos e citocinas plasmáticas) foi acompanhada periodicamente. 

3.2.2. Modelo crônico 

No modelo crônico, os animais receberam uma injeção de LPS semanalmente, ao 

longo de 7 semanas e as amostras foram coletadas 4 horas e 7 dias após a ultima injeção do 

experimento. Os camundongos jovens e envelhecidos do grupo controle foram manipulados 

junto com os demais animais, porém não receberam injeções, uma vez que as injeções sham 

também podem causar inflamação de baixa intensidade. O peso dos animais e a inflamação 

sistêmica (através da contagem de leucócitos e citocinas plasmáticas) foram acompanhados 

periodicamente. Uma semana após a última injeção foram feitos os experimentos 

comportamentais. 
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.  

Figura 6. Fluxograma do desenho experimental. Em dois tipos de modelo de inflamação sistêmica de baixa 

intensidade, foram retirada amostras para diferentes análises nos tempo de 4 horas e 7 dias. Cada tempo 

analisado possuiu grupos jovens, jovens desafiados com LPS, envelhecidos e envelhecidos desafiados com LPS ( 

aproximadamente 15 animais por grupo), sendo que cada tempo teve um experimento, com exceção do modelo 

crônico no tempo de 7 dias que teve 4 repetições do experimento.  

 

Figura 7.  Modelo experimental. Indução da inflamação sistêmica aguda, através de uma injeção de LPS, e da 

inflamação sistêmica crônica através de injeções semanais de LPS durante 7 semanas; coleta das amostras 4 

horas e 7 dias após a última  injeção de cada modelo e estudos comportamentais realizados uma semana após a 

última injeção de LPS do modelo crônico. 

3.3. Coleta de amostras 

As amostras foram coletadas 4 horas e 7 dias após a ultima injeção dos modelos 

experimentais. Os camundongos Swiss Webster foram anestesiados por via inalatória com 

isoflurano e as amostras de sangue foram coletadas via punção cardíaca em seringa de 1mL 

heparinizada. O sangue foi armazenado em microtubos e centrifugado a 2500 rpm em 

centrífuga clínica por 10 minutos. O plasma foi coletado e estocado no freezer -80°C. Em 

seguida foi realizada perfusão do animal com solução salina 0,9% com auxílio de uma 
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máquina de perfusão durante 5 minutos e, após a lavagem de todo o sangue, foi feita a 

abertura do crânio para a remoção do cérebro dos animais. Estes cérebros foram divididos em 

dois hemisférios na linha medial: o hemisfério esquerdo foi acondicionado a -80°C para 

análises bioquímicas e o outro foi armazenado em solução de paraformaldeído 4% para os 

estudos histológicos.   

3.4. Avaliação da inflamação sistêmica 

3.4.1. Análise do escore clínico 

Para nos certificarmos que a injeção não causou alterações clínicas graves nos 

animais, foi feita a análise do escore clínico nos tempos de 6 e 24 horas após as injeções de 

LPS, ao longo do experimento. Nesta avaliação, a maior pontuação se correlaciona com 

aumento da gravidade dos sintomas clínicos causados pelo estímulo inflamatório. Os 

camundongos foram avaliados com base nas variáveis apresentadas na figura 8 e, quando 

verificado alteração em algum dos parâmetros, foi acrescentado um ponto por alteração. Após 

análise, foram totalizados os pontos e, desta forma, foi determinada a gravidade dos sintomas 

clínicos. 

 

Figura 8. Escore Clínico. Parâmetros definidos a fim de estabelecer gravidade dos sintomas clínicos causados 

pelo estímulo inflamatório A temperatura corporal foi avaliada através do termômetro Laser Sensor digital. 
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3.4.2. Contagem total e diferencial de leucócitos 

Para contagem total e diferencial, amostras de 5µl de sangue da cauda dos animais 

foram retirados em diferentes tempos do experimento (figura 9). O sangue retirado foi diluído 

em solução de Turk, e a contagem total de leucócitos foi efetuada em câmaras de Neubauer 

com auxílio do microscópio óptico (aumento de 10X). A análise diferencial de leucócitos foi 

realizada por esfregaço sanguíneo e, posteriormente, as lâminas foram coradas com o kit 

Panótico Rápido LB (Laborclin Ltda, BR) segundo instruções do fabricante. Foram contadas 

100 células consecutivas em microscópio de luz, com objetiva de imersão em óleo (aumento 

de 100X). A metodologia aplicada na realização da contagem diferencial destas células 

permitiu determinar o valor absoluto de cada tipo celular a partir da porcentagem encontrada 

em relação ao número total de células. 

 

Figura 9. Desenho experimental da contagem total/diferencial. A retirada do sangue foi feita no modelo 

agudo nos tempos 0 (antes da primeira injeção de LPS), 1, 3 6 e 7 dias após a primeira injeção de LPS e no 

modelo crônico, 24 horas após a 2º, 4º e 6º injeção de LPS . 

3.4.3. Análise de citocinas  

As citocinas foram quantificadas no plasma e no cérebro dos animais por ELISA  

utilizando o duo set kit (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA). A coleta de sangue foi 

feita em diferentes etapas do modelo experimental (figura 10). O sangue foi retirado antes da 

coleta do cérebro dos animais, através de seringa de 1mL heparinizada e centrifugado a 2500 

rpm. Para realização do ELISA, placas de fundo chato (Nunc) para ensaio em volume 

reduzido foram cobertas com o anticorpo de captura (50μL/poço) e seladas com filme 

plástico. Após incubação overnight a 4°C, as placas foram lavadas 4X com tampão de 

lavagem (100μL/poço de 1L de PBS1X + 500 L de Tween® 20) e incubadas durante 1 hora 

com a solução de bloqueio (50μL/poço de 100mL PBS 1X +1g BSA (Sigma Aldrich) em 
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temperatura ambiente. A curva padrão foi diluída em solução de bloqueio + Tween® 20 e 

aplicada na placa, bem como as amostras (50μL/poço). Após nova incubação overnight a 4°C, 

as placas foram lavadas 6X com tampão de lavagem e o anticorpo de detecção diluído em 

solução de bloqueio+ Tween® 20 (50μL/poço) foi adicionado. Uma hora após a incubação 

com o anticorpo de detecção, as placas foram lavadas 8X com tampão de lavagem e foi 

adicionada a solução de streptavidina-peroxidase (50μL/poço de 25uL de Streptavidina-

peroxidase (R&D) + 5mL de Tampão de bloqueio com Tween® 20). Trinta minutos após a 

incubação no escuro, foi acrescida a solução de 3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma 

Aldrich), substrato para a reação colorimétrica. Após desenvolvimento satisfatório de cor na 

curva-padrão, a reação foi parada com solução de parada (50μL/poço de 10,65mL de H2SO4 

(Merck) + Água MilliQ q.s.p. 1L) e a absorbância a 405 nm foi determinada pela leitora de 

placas (Spectr Max 190). 

 

Figura 10. Desenho experimental da coleta do plasma. A retirada do sangue foi feita nos tempos de 4 horas e 

7 dias no modelo agudo e no modelo crônico. 

3.5. Avaliação comportamental  

3.5.1. Teste de habituação em campo aberto 

 Para certificar que os animais não possuíam alterações de locomoção após as injeções 

de LPS, o teste de habituação em campo aberto foi feito 7 dias após as injeções de LPS. O 

teste consiste em colocar cuidadosamente os animais em um campo aberto de 40x60 cm 

delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro 

transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais marcados por linhas 

pretas. Os animais tiveram 3 minutos para explorar livremente o ambiente e, imediatamente 

após, os animais voltam para a caixa moradia. Os números de cruzamentos (“crossings”) 

através das linhas pretas e o número de “rearings” foram avaliados. 
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3.5.2. Teste de reconhecimento de objetos 

O teste de reconhecimento de objetos consiste em um experimento de dois dias que se 

baseia na curiosidade natural dos roedores em explorar ambientes e novos objetos. Uma 

semana após a ultima injeção de LPS, os animais foram expostos à caixa de atividades sem 

nenhum objeto durante 10 minutos, para que se habituassem à arena de experimentação. No 

segundo dia, foi realizada a sessão de treino, onde os animais foram colocados por 5 minutos 

na mesma caixa de atividades, desta vez contendo dois objetos idênticos (A1 e A2). No 

mesmo dia, 3 horas após o treino, os animais foram recolocados na mesma caixa, agora na 

presença de um objeto familiar (A) e um objeto novo (B), e novamente exploraram o 

ambiente por 5 minutos.  O experimento foi filmado e o tempo de exploração de cada objeto 

foi quantificado por um observador cego aos grupos experimentais. O aumento do tempo de 

exploração do objeto novo (B) em relação ao objeto familiar (A1 ou A2) indica que o animal 

adquiriu memória e reconheceu o objeto familiar. Para evitar viés em relação a animais 

estressados ou imóveis, os resultados de exploração na habituação foram analisados e os 

animais que não exploraram nenhum dos objetos foram retirados do experimento. 

3.5.3. Labirinto aquático de Morris 

 O teste labirinto aquático de Morris foi realizado uma semana após a última injeção de 

LPS, para avaliar a capacidade cognitiva associada à memória espacial. Esse tipo de memória 

(que envolve o lobo temporal medial, na região do hipocampo) permite a formação de um 

mapa cognitivo do espaço externo ao qual o animal se encontra e através do qual lhe permitirá 

melhor interação com o ambiente. O labirinto aquático consiste em um tanque circular com 

diâmetro de 1,04 m e com altura de 55 cm, localizado no interior de uma sala com algumas 

pistas visuais fixada nas paredes. O tanque foi preenchido com água e dividido em 4 

quadrantes, sendo que em uns dos quadrantes, foi colocada uma plataforma de acrílico 

transparente (13x30x13cm) submersa a 1 cm da superfície da água. O experimento foi 

registrado em câmera Samsung.  Os animais foram submetidos a um treino por dia, durante 4 

dias, onde os animais tiveram 60 segundos para tentar encontrar a plataforma. Caso o animal 

não encontrasse a plataforma neste período de tempo, o mesmo seria conduzido manualmente 

até a mesma após 60 segundos. Durante todas as sessões de treino, o tempo (latência) 

necessário para encontrar a plataforma foi anotado. No quinto e último dia foi realizada a 

sessão de teste, em que a plataforma foi retirada e foi registrado o tempo gasto pelos 

camundongos no quadrante em que se encontrava a plataforma durante 60 segundos através 

do programa AnyMaze. 
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3.6. Imunohistoquímica 

Os cérebros perfundidos com solução salina foram imediatamente armazenados em 

solução fixadora de paraformaldeído 4% em PBS durante três dias, seguido de solução 

crioprotetora de sacarose 20% em PBS por dois dias a 4C. As amostras foram então 

congeladas em gelo seco pulverizado e cortes coronais de 40 µm foram obtidos em criostato. 

As fatias de tecido foram obtidas de maneira sistemática e armazenadas em placas de 24 

poços em PBS + azida 0,2% a 4°C, de maneira que fatias de regiões cerebrais equivalentes de 

cada animal foram utilizadas em cada imunohistoquímica. Para controle do background 

causado pelo acúmulo de autofluorescência no envelhecimento, as fatias foram lavadas em 

PBS e tratadas com Sudan Black B (0,1% em etanol 70%) por 30 minutos. As fatias foram 

incubadas com tampão de bloqueio (soro normal de cabra 5%, albumina de soro bovino 3% 

em solução de tampão fosfato contendo 0,3% de Triton X-100) por uma hora à temperatura 

ambiente em agitação leve e constante. Os cortes foram incubados com anticorpo primário em 

tampão de bloqueio, e deixados em agitação overnight. Para marcação de microglia, o 

anticorpo primário utilizado foi o coelho anti-ionized calcium-binding adapter molecule 1 

(Iba-1) (1:400, Wako Chemicals); para a análise de astrogliose foi utilizado o anticorpo 

primário de coelho anti- GFAP (1:1000, Millipore); para análise do dano oxidativo, foi 

utilizado o anticorpo primário de coelho anti- 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) (1:400, Alpha 

Diagnostic). Após serem lavadas três vezes em PBS, as seções foram incubadas com 

anticorpo secundário de cabra Alexa 488 anti-IgG de coelho (1:1000) em tampão de bloqueio 

por duas horas. Os cortes foram lavados duas vezes com PBS e montados em lâminas com 

meio de montagem (Vectashield) com DAPI. As fatias foram fotografadas em microscópio de 

fluorescência (objetiva 20x) e em microscópio confocal (objetiva 63x).  

3.7. Quantificação da ativação de células gliais  

A ativação da microglia foi avaliada em diferentes regiões do hipocampo (CA1, CA3 e 

giro denteado) e córtex cerebral com auxílio do programa ImageJ.  A análise da ativação de 

microglia foi realizada a partir da observação de padrões morfológicos característicos: 

microglias ameboides e com poucas ramificações saindo de seu corpo celular foram 

consideradas ativadas, e micróglias com muitas ramificações saindo de seu corpo celular 

foram consideradas normais (não ativadas). A ativação de microglia foi expressa em 

porcentagem de células Iba-1 positivas com morfologia ativada. Para isso foi feita a contagem 

do número total de células Iba-1 positivas por campo (aproximadamente 6 por animal), e no 

mesmo campo foi feita a contagem de micróglias ativadas. A média da porcentagem dos 

campos por animal foi considerada o resultado final. A análise foi feita de forma cega. 



27 
 

A astrogliose foi observada na região da camada 1 e 2  do córtex pré-frontal dos 

camundongos tratados com LPS, em cortes sagitais de cérebro. A astrogliose foi quantificada 

pela intensidade de fluorescência relativa à imunomarcação de GFAP por campo 

(aproximadamente 6 campos por animal) com o auxílio do programa ImageJ. A média da 

intensidade de fluorescência por animal foi considerada o resultado final. A análise foi feita 

de forma cega. 

3.8. Dosagem de proteínas pelo método BCA 

 As amostras de cérebro coletadas foram homogeneizadas em tampão RIPA contendo 

inibidores de protease (Complete mini EDTA-free /Roche) e de fosfatase, seguido de uma 

incubação de 30 minutos no gelo. Após, o homogeneizado foi sonicado por 3 minutos e 

centrifugado a 10.000xg. O reagente BCA de trabalho foi preparado adicionando-se cinquenta 

partes de Reagente BCA A e uma parte de Reagente BCA B. Uma curva padrão (de 0,01562 a 

2mg/mL) foi feita através de diluições seriadas a partir de albumina humana fornecida pelo 

fabricante. Inicialmente, as amostras totais homogeneizadas foram diluídas em 10x numa 

solução de PBS 1X, de modo que, em 10 µL de cada amostra foi colocado em 90 µL de PBS. 

Feito isso, 10µL das amostras previamente diluídas foram adicionados em placas de 96 poços 

de fundo chato ao qual foram adicionados, posteriormente, 200µL do reagente de trabalho 

descrito acima. A placa foi incubada em estufa a 37ºC por trinta minutos e a leitura das 

amostras foi realizada a 562 nm na leitora de placas. 

3.9. Western Blotting 

As amostras foram preparadas em tampão de amostra 1:1, de modo que a concentração 

final de proteínas em cada poço do gel fosse igual a 50µg/15µl. Para realização do ensaio de 

Western blotting, foi utilizado o protocolo segundo o manual fabricante Odyssey System™ 

(Li-Cor, Biociences, EUA). Aplicou-se 10 µl do padrão de peso molecular (RAINBOW 

Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences). Em seguida, as amostras foram submetidas à 

eletroforese (em gel de acrilamida 4-20%, Mini-Protean TGX precast Gels®- BioRad) com a 

aplicação de 120 V por duas horas. Em seguida, foi feita a transferência para membrana de 

nitrocelulose (Odyssey system™ - Li-Cor, Biociences, EUA) previamente permeabilizada em 

metanol 100%, utilizando tampão de transferência. A transferência foi realizada a 90V por 90 

minutos em sistema semi-seco (Amersham Biosciences). Após a transferência, a membrana 

foi incubada por 1 h com solução bloqueadora (Odyssey System™ - Li-Cor, Biociences, 

EUA). Posteriormente, a mesma foi incubada overnight, protegida da luz, com anticorpo 

primário diluído em solução bloqueadora e TBS tween 1:1. Para avaliação do estresse 
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oxidativo, foi utilizado o anticorpo primário mouse anti-4-hidroxi-2-nonenal (HNE)(1:500, 

Abcam) e para normalização foi utilizado o anticorpo primário goat anti-actina (1:3000, Santa 

Cruz). As proteínas de interesse foram identificadas pela incubação da membrana por meia 

hora, com os anticorpos secundários diluídos em tampão. As membranas foram escaneadas e 

a detecção das bandas foi feita através da densitometria com auxílio do software Odyssey 

Infrared Imaging System®.  

3.10. Quantificação da expressão de mRNA 

3.10.1. Extração de RNA 

Os cérebros recolhidos foram fragmentados, homogeneizados e armazenados em tubos 

livre de RNase (Axygen) com 1000 μL de reagente Trizol® (Invitrogen) a -20°C. Todo o 

procedimento foi feito seguindo as recomendações do reagente Trizol® Reagent (Invitrogen). 

Para a extração e purificação do RNA, foram adicionados 200 μL de clorofórmio às amostras. 

Com auxilio do vórtex, as amostras foram homogeneizadas por 30 segundos e posteriormente 

centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo, e foi adicionado 500 μL de isopropanol. As amostras foram mantidas em temperatura 

ambiente por 10 minutos e depois foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Após 

a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado com 1 mL 

de etanol a 75 % e centrifugado a 7500 g por 5 minutos a 4°C. Esperou-se o álcool evaporar 

em temperatura ambiente na capela por 5-10 minutos. O RNA foi resuspenso em 20 μL de 

água livre de RNase e incubado em placa de aquecimento em 55-60ºC por 15 minutos. O 

RNA foi quantificado através da utilização do espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific) e armazenado a -80°C para uso posterior. 

3.10.2. Transcrição reversa do RNA (RT) 

O cDNA foi sintetizado utilizando kit específico (SuperScript First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR, Invitrogen). Para isso, 1 μg de cada amostra de RNA foi misturado com 

1 μL de dNTP (deoxyribonucleotide triphosphate) a 10 mM, 1 μL de primer oligodT 

(Invitrogen, 0,5 μg/μL), e completado com água (livre de RNAse) até 10 μL. Esta mistura foi 

incubada por 5 minutos a 65°C e resfriada em gelo por 1 minuto. Em seguida, adicionaram-se 

em cada tubo os seguintes reagentes: 2 μL de RT buffer 10x, 4 μL de MgCl2 a 25 mM e 1 μL 

de DTT a 0,1 M (Invitrogen). Os tubos foram aquecidos a 65°C por 5 minutos e resfriados em 

gelo por 1 minuto. Logo após, adicionou-se 1 μL de enzima SuperScript II RT (Invitrogen, 
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50U/μL) em cada tubo e as amostras foram aquecidas a 42°C por 50 minutos e depois a 70°C 

por 15 minutos. Após este período, foi adicionado 1 μL de RNase H (2 U/μL) por tubo, que 

foram em seguida, incubados por 30 minutos a 37°C. O cDNA foi armazenado a -20°C. 

3.10.3. Reação em cadeia da polimerase quantitativo (qPCR) 

Os transcritos obtidos da reação de transcriptase reversa foram quantificados por PCR 

fluorogênico quantitativo em tempo real utilizando o sistema TaqMan Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems). Para tanto, foram misturados 5 μL de Master Mix 2X; 0,5 μL do 

primer 20X; 1μL da amostra de cDNA e 3,5 μL de água livre de RNAse. A amplificação foi 

realizada no aparelho de PCR em tempo real modelo 7500 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems). Os primers utilizados foram: SOD1 (TGC CCA GGT CTC CAA CAT G), CAT 

(AGA GAG CGG ATT CCT GAG AGA) e HPRT (AGG ACC TCT CGA AGT GTT GG) 

em concentração 300nM. A expressão dos níveis de RNA foi calculada pelo método de 'delta 

delta Ct' (∆∆Ct) (Livak e Schmittgen, 2001) e normalizadas em relação aos níveis de 

expressão do gene constitutivo HPRT. 

3.11. Quantificação de lipofuscina 

O conteúdo de lipofuscina foi quantificado em fatias de tecido diretamente montadas 

em lâminas com meio de montagem (Vectashield) com DAPI, sem nenhum tipo de 

tratamento, e fotografadas em microscópio de fluorescência nos canais vermelho e verde com 

objetiva 20x. A análise quantitativa da fluorescência das imagens obtidas no canal vermelho 

foi feita em regiões equivalentes do córtex cerebral dos animais envelhecidos controles e nos 

tratados com LPS com auxílio do programa ImageJ. A média dos valores do grupo controle 

foi dada como 100%, os valores do grupo LPS foi dado em relação a essa média. Os animais 

jovens não apresentam agregados de lipofuscina, como mostrado nos resultados. Para eliminar 

a autofluorescência, foi feito um tratamento de 30 minutos com Sudan Black B 0,1%. 

3.12. Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± SEM. As análises de leucócitos, citocinas 

plasmáticas e cerebrais, astrogliose, ativação microglial, expressão das enzimas 

antioxidantes,, teste de campo aberto e labirinto aquático de Morris foram feitas utilizando o 

teste ANOVA de duas vias (idade e tratamento) e pós-teste de Bonferroni para comparação 

entre os grupos com idades diferentes; para análise dentro do grupo com mesma idade foi 

utilizado o test t. Dados do teste de reconhecimento de objetos e de quantificação de 

lipofuscina foram analisados utilizando o teste t de uma amostra (utilizando 50% como valor 
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referência). Os valores de p ≤ 0,05 foram considerados como indicando significância 

estatística.  

4. RESULTADOS 

4.1. Acompanhamento da inflamação sistêmica no modelo experimental  

4.1.2. Pesagem dos animais 

 O peso dos animais foi acompanhado durante todo o experimento. Observamos através 

da figura 11 que o desafio crônico com LPS não interfere no peso dos animais, independente 

da idade que possuam.  

 

Figura 11.  Pesagem dos animais durante o curso da inflamação sistêmica crônica (JV= 5; JV LPS=6; ENV=8; 

ENV LPS=7; valores referentes a um experimento crônico). 

4.1.2. Análise do escore clínico 

 O escore clínico foi avaliado nos camundongos envelhecidos (n=14) e jovens (n=10) 

através de parâmetros característicos de um quadro infeccioso 6 e 24 horas após cada injeção 

de. Na figura 12, constatamos que as injeções de LPS não induziram alterações no quadro 

clínico que indicassem sepse moderada ou grave nos animais, quando comparados ao grupo 

controle (n=4). Também é possível observar que, ao compararmos animais jovens e 

envelhecidos, os animais envelhecidos possuem um aumento do escore clínico, possivelmente 

relativo à idade dos camundongos. 
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Figura 12. Quantificação da gravidade dos sintomas clínicos após o desafio com LPS. Os gráficos mostram 

a gravidade do quadro clínico dos animais, durante o curso do modelo crônico, 6 horas (A) e 24 horas (B) após 

as injeções semanais de LPS. 

4.1.3. Contagem total e diferencial de leucócitos 

A inflamação sistêmica foi acompanhada através da contagem total e diferencial de 

leucócitos no sangue. No modelo agudo (figura 13), pode-se observar que há um aumento 

exacerbado de leucócitos totais nos animais envelhecidos 24 horas após a primeira injeção de 

LPS (análise estatística pós-teste de Bonferroni)(figura 13A). A contagem de 

polimorfonucleares na figura 13B mostra que, no tempo de 4 horas após a injeção de LPS, os 

animais jovens apresentaram um aumento significativo de neutrófilos no sangue, em 

comparação ao seu grupo controle (análise estatística teste t). Ao analisar o grupo de animais 

envelhecidos, observa-se que o aumento dos polimorfonucleares ocorre 24 horas após a 

injeção de LPS e é significativo quando comparado aos demais grupos (análise estatística pós-
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teste de Bonferroni). Podemos observar também no tempo agudo que os animais jovens 

apresentam diminuição de células mononucleares no sangue 1 e 24 horas após a primeira 

injeção de LPS e aumento destas células 6 a 7 dias depois em comparação ao seu controle 

(análise estatística teste t) (Figura 13C). Os animais envelhecidos apresentam aumento de 

células mononucleares 24 horas, 3 dias e 6 dias em comparação ao controle, mas no 7º dia 

após a injeção de LPS, houve diminuição de monócitos (análise estatística teste t). Quando 

comparados aos jovens, os animais envelhecidos apresentaram aumento de células 

mononucleares 24 horas, 3 e 7 dias após a primeira injeção de LPS (análise estatística pós-

teste de Bonferroni). 

 

Figura 13. Contagem de células totais/diferenciais no modelo agudo. (A) – Contagem de leucócitos totais: 

efeito significativo: idade ***, tratamento *** e interação entre os fatores ***; (B) - contagem de 

polimorfonucleares: efeito significativo: idade ***, tratamento *** e interação entre os fatores ***; (C) – 

contagem de mononucleares: efeito significativo: idade *, tratamento *** e interação entre os fatores ***. 

Número de animais = 6. Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni 

(*p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001) e teste t (##p<0,01, ###p<0,001).   

No modelo crônico (figura 14), observamos que o número de leucócitos totais dos 

animais envelhecidos só aumenta significativamente 24 horas após a sexta injeção de LPS, 

quando comparados com os animais jovens no mesmo tempo. Estes resultados indicam que os 

animais envelhecidos possuem uma alteração na resposta inflamatória quando comparados 

aos animais jovens. A contagem de polimorfonucleares na figura 14B mostra que há aumento 
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significativo de neutrófilos apenas no tempo de 24 horas após a 4º injeção de LPS (análise 

estatística teste t) em comparação ao seu grupo controle; no grupo de envelhecidos, o aumento 

significativo foi encontrado em todos os tempos quando comparados com o seu grupo 

controle (análise estatística teste t). Ainda no mesmo gráfico, podemos observar que o número 

de células polimorfonucleares dos animais envelhecidos permanece aumentado 2º e 6º 

semana, quando comparados aos animais jovens (análise estatística pós-teste de Bonferroni). 

Estes resultados indicam que a resposta de células polimorfonucleares (majoritariamente 

neutrófilos) dos animais envelhecidos ao desafio inflamatório com LPS é lenta e exacerbada 

na fase aguda e crônica. Na contagem de células mononucleares no modelo crônico (figura 

14C), observamos que o aumento de células mononucleares dos animais envelhecidos só 

ocorre 24 horas após a sexta injeção de LPS, tanto em comparação com os animais jovens, 

quanto em comparação ao seu controle. Em conjunto, estes resultados indicam que a resposta 

de células mononucleares ao desafio com LPS na fase aguda é mais precoce e menos 

duradoura nos animais envelhecidos em comparação aos animais jovens. 

 

Figura 14. Contagem de células totais/diferenciais no modelo crônico. (A) – Contagem de leucócitos totais: 

efeito significativo: idade; (B) - contagem de polimorfonucleares: efeito significativo: idade ***, tratamento ***; 

(C) – contagem de mononucleares: efeito significativo: idade *. Número de animais: JV=9, ENV=7. Análise 

estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni (*p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001) e 

teste t (##p<0,01, ###p<0,001).   
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4.1.3. Análise de citocinas plasmáticas 

 A figura 15 representa os níveis sanguíneos de citocinas em diferentes tempos após o 

modelo agudo. É possível observar que os animais envelhecidos possuem um aumento 

significativo de IL-1b no sangue sete dias após a injeção de LPS quando comparados ao grupo 

jovem ou ao seu grupo controle (15A) e este aumento não foi observado nos animais jovens, 

indicando que animais envelhecidos possuem uma resposta inflamatória exacerbada na etapa 

aguda do experimento. Na análise de IL-6 (15B), observamos que os animais jovens 

apresentaram um aumento de IL-6 tanto em comparação com seu grupo controle quanto em 

comparação aos animais envelhecidos, este aumento não ocorreu nos animais envelhecidos. 

Na análise de IL-10 (15C), não há diferença significativa nos níveis de IL-10 no sangue dos 

animais. Mas ao observamos os níveis da citocina pro-resolutiva IL-4(15D), podemos 

observar uma diminuição desta citocina nos animais envelhecidos desafiados com LPS. 

 

Figura 15. Concentração de citocinas no sangue no modelo agudo. (A) - Análise de IL-1b feita 4 horas (n= 4 

por grupo) e 7 dias (n= 6 por grupo). Efeito significativo: interação entre os fatores *; (B) - Análise de IL-6 feita 

7 dias (n= 4 por grupo). Efeito significativo: interação entre os fatores *; (C) - Análise de IL-10 feita 4 horas (n= 

4 por grupo) e 7 dias (n= 5 por grupo); (D) – Análise de IL-4 feita 7 dias (n= 5 por grupo). Efeito significativo: 

idade *, tratamento *. Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni 

(*p<0,05) e teste t (#p<0,05). 

No modelo crônico (figura 16), não há diferenças significativas nos níveis sanguíneos 

das citocinas pró-inflamatórias IL-1b e IL-6 em nenhum dos grupos. Na análise das citocinas 
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pró-resolutivas, podemos observar um aumento nos níveis de IL-10 e IL-4 nos animais jovens 

7 dias após todo o curso do experimento tanto em comparação ao seu grupo controle, quanto 

em comparação aos animais envelhecidos no mesmo tempo, indicando que, nos tempos 

observados, os animais envelhecidos não respondem da mesma forma que os animais jovens. 

 

Figura 16. Concentração de citocinas no sangue no modelo crônico. (A) – Análise de IL-1b feita 4 horas 

(n=5 por grupo) e 7 dias (n=14); (B) - Análise de IL-6 feita 7 dias (n=8 por grupo); (C) – Análise de IL-10 feita 4 

horas (n=5 por grupo) e 7 dias (n=14). Efeito significativo: interação entre os fatores *. (D) - Análise de IL-4 

feita 4 horas (n=5 por grupo) e 7 dias (n=10). Efeito significativo: interação entre os fatores **. Análise 

estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni (*p<0,05; **p<0,01) e teste t 

(#p<0,05). 

4.2. Caracterização do déficit cognitivo após inflamação sistêmica crônica  

4.2.1 Teste de habituação em campo aberto 

 No teste de habituação em campo aberto foi analisado a atividade 

exploratória/locomotora do animal 7 dias após cada injeção de LPS. Observamos através da 

figura 17 que os animais envelhecidos controle já iniciam o teste com uma atividade 

exploratória menor que os animais jovens, mas o desafio com LPS não alterou 

significativamente este resultado, excluindo a possibilidade do LPS ser um fator 

desencadeante de prejuízos exploratórios e locomotores que pudessem influenciar nos 



36 
 

resultados cognitivos. Podemos analisar também que os grupos habituaram à caixa de 

atividade, com exceção do grupo envelhecido. 
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Figura 17. Análise da atividade exploratória dos animais. A análise de rearings (A) e crossings (B) dos 

animais foi analisada 7 dias após as injeções durante o modelo crônico (efeito significativo: idade *** e 

interação entre os fatores ***). Grupo jovem desafiado com LPS (n= 10); grupo envelhecido desafiado com LPS 

(n=14); (jovem e env n= 5). Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni 

(*p<0,05). 

4.2.2. Teste de reconhecimento de objetos 

 A caracterização do prejuízo cognitivo no modelo de inflamação sistêmica crônica foi 

feita através da avaliação comportamental pelo teste de reconhecimento de objetos (figura 

18). Observamos neste teste que, três horas depois da sessão treino, os animais jovens, tanto 

controles quanto tratados com LPS, exploram mais o objeto novo que o objeto familiar 

(Figura 20A). Na figura 18B, apenas os animais envelhecidos controle exploram mais o 
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objeto novo. Os animais envelhecidos desafiados com LPS cronicamente exploram ambos os 

objetos novo e familiar na mesma proporção, indicando que estes animais não se lembraram 

do objeto familiar neste teste. Este resultado indica que o tratamento crônico com LPS gerou 

um déficit cognitivo apenas nos camundongos envelhecidos, e não nos jovens. 

 

Figura 18. A inflamação sistêmica crônica afeta a memória de curta duração nos animais envelhecidos. Os 

animais jovens (JV e JV LPS n=9) tem memória, mesmo após a inflamação crônica (A) enquanto que os animais 

envelhecidos (ENV e ENV LPS n=5) após a inflamação crônica exploram igualmente os dois objetos (B). O 

gráfico representa dois experimentos independentes agrupados. Análise estatística One sample T Teste (* P<0,05 

é estatisticamente diferente de 50%). 

4.2.3. Labirinto aquático de Morris 

A figura 19 representa os resultados da avaliação cognitiva pelo teste de labirinto 

aquático de Morris. Observamos na curva de aprendizado (figura A) que todos os grupos 

aprenderam o local da plataforma. Na figura B, observamos que não há diferença na 

velocidade de nado dos animais. Na figura C, percebemos que os animais envelhecidos 

desafiados com LPS (ENV LPS) permaneceram significativamente menos tempo nadando no 

quadrante onde havia a plataforma em relação aos animais envelhecidos controle (ENV), 

indicando que os animais envelhecidos desafiados com LPS possuem perda de memória 

espacial. 
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Figura 19. Avaliação da memória espacial no labirinto aquático de Morris. (A) curva de aprendizado 

durante os dias de treino; (B) velocidade média dos animais no dia teste; (C) tempo de nado no quadrante em que 

se encontrava a plataforma (dia teste). (efeito significativo: tratamento ** e interação entre os fatores *). (JV e 

JV LPS n=10; ENV e ENV LPS n=13) Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de 

Bonferroni (**p<0,01). 

4.3. Neuroinflamação 

4.3.1 Ativação de astrócitos no hipocampo 

A figura 20 mostra imagens representativas da astrogliose no córtex pré-frontal dos 

animais (20A). Podemos observar que nos animais jovens (JV e JV LPS) a marcação do 

GFAP está bem reduzida nos prolongamentos dos astrócitos. Já nos animais envelhecidos 

(ENV e ENV LPS), é possível notar que esta marcação está bem forte, principalmente nos 

animais desafiados com LPS (20B). A quantificação da ativação de astrócitos foi realizada no 

modelo crônico do desafio inflamatório com LPS. A figura 21 mostra que os animais jovens 

desafiados com LPS não possuem alteração significativa na intensidade de marcação de 
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GFAP, em comparação ao seu controle. Ao analisarmos os animais envelhecidos, percebe-se 

que o grupo desafiado com LPS apresenta aumento de intensidade de GFAP. Podemos 

Concluir desses resultados que o desafio inflamatório crônico induziu aumento na marcação 

de GFAP nos animais envelhecidos (ENV LPS).  
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Figura 20. Fotomicrografia representativa da astrogliose no córtex frontal no estado basal e após o desafio 

inflamatório crônico. Fotomicrografias obtidas em microscópio confocal com aumento de 63x evidenciando a 

ativação astrocitária (GFAP). Grupos: Jovens (JV), Jovens desafiados com LPS (JV LPS), envelhecidos (ENV) e 

envelhecidos desafiados com LPS (ENV LPS). 
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Figura 21. Quantificação da  astrogliose. A quantificação da intensidade de GFAP foi aferida pelo programa 

ImageJ no córtex pré-frontal nos grupos Jovens (JV n=4), Jovens LPS (JV LPS n=4), envelhecidos (ENV n=4) e 

envelhecidos LPS (ENV n = 4) ). Efeito significativo: idade * e tratamento *). Análise estatística ANOVA de 

duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni (*p < 0,05).  

4.3.2 Ativação de microglia no hipocampo 

 A avaliação da ativação de microglia foi realizada em três regiões do hipocampo: 

CA1, CA3 e giro denteado. A figura 22 mostra imagens representativas das alterações 

morfológicas da microglia no hipocampo. Podemos observar que a microglia dos animais 

envelhecidos apresente menos número de ramificações e corpo celular maior, com formato 

mais arredondado caracterizando microglia ativada. Os O desafio inflamatório crônico não 

demostrou diferenças quanto a morfologia das microglias. 

A quantificação da ativação de microglia foi realizada no modelo agudo e crônico do 

desafio inflamatório com LPS. A figura 23 mostra que agudamente a microglia dos animais 

jovens responde com alterações morfológicas características de ativação celular, aumentando 

a porcentagem de células ativadas. Os animais envelhecidos já apresentam grande quantidade 

de microglia ativada basalmente, e o desafio com LPS não alterou significativamente este 

quadro. Já na fase crônica, uma semana após a última injeção de LPS, não foi observado 

efeito do tratamento nem nos jovens e nem nos envelhecidos. Apenas o efeito da idade foi 

observado, onde os animais envelhecidos apresentaram maior porcentagem de microglia 

ativada no estado basal comparados aos animais jovens. 
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Figura 22. Fotomicrografia representativa das alterações morfológicas da microglia na região 

CA1 do hipocampo no estado basal e após o desafio inflamatório crônico. Fotomicrografias 

obtidas em microscópio confocal com aumento de 63x evidenciando a morfologia da microglia (Iba1). 

Grupos: Jovens (JV), Jovens desafiados com LPS (JV LPS), envelhecidos (ENV) e envelhecidos 

desafiados com LPS (ENV LPS). 
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Figura 23. Quantificação da ativação microglial no hipocampo. A quantificação de microglia ativada foi 

aferida pela porcentagem de células com morfologia hipertrófica na região CA1, CA3 e giro denteado do 

hipocampo, em animais jovens controle (JV, n=7), jovens tratados com LPS (JV + LPS, n=4), envelhecidos 

(ENV, n=9) e envelhecidos tratados com LPS (ENV + LPS, n=5). Análise estatística ANOVA de duas vias com 

comparação pós-teste de Bonferroni (**p < 0,01). 

4.3.3. Análise de citocinas no tecido cerebral 

 A figura 24 representa os níveis cerebrais de citocinas em diferentes tempos no 

modelo agudo. É possível observar que os animais jovens possuem um aumento significativo 

das citocinas pró-inflamatórias IL-1b e IL-6 sete dias após a injeção de LPS, quando 

comparados com o grupo de jovens controle e aos animais envelhecidos no mesmo tempo. Na 

análise das citocinas pró-resolutivas, foi possível observar que no tempo de 4 horas os 

animais jovens possuem uma diminuição dos níveis de IL-10 em comparação ao seu grupo 

controle e um aumento em comparação aos animais envelhecidos no tempo de 7 dias após a 

injeção de LPS, não houve diferença significativa nos níveis de IL-4 no cérebro dos animais. 
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Figura 24. Concentração de citocinas no cérebro em modelo agudo. (A) – Análise de IL-1b feita 4 horas (n= 

4 por grupo) e 7 dias (n= 6 por grupo). Efeito significativo: idade *, tratamento ** e interação entre os fatores *; 

(B) – Análise de IL-6 feita 4 horas (n= 6 por grupo) e 7 dias (n= 6 por grupo). Efeito significativo: interação 

entre os fatores *; (C) – Análise de IL-10 feita 4 horas (n= 6 por grupo) e 7 dias (n= 6 por grupo). Efeito 

significativo: interação entre os fatores *); (D) - Análise de IL-4 feita 4 horas (n= 6 por grupo) e 7 dias (n= 6 por 

grupo). Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni (* p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001) e teste t (#p<0,05; ##p<0,01). 

No modelo crônico (figura 25), não observamos diferenças significativas nos níveis 

cerebrais das citocinas pró-inflamatórias e pró-resolutivas nos animais jovens, porém, nos 

animais envelhecidos, houve um aumento destas citocinas 7 dias após a última injeção de LPS 

quando comparados ao seu grupo controle e aos animais jovens no mesmo tempo. Indicando 

que, após todo o curso do experimento, os animais envelhecidos permanecem respondendo ao 

estímulo com LPS, enquanto que os animais jovens não. 
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Figura 25 Concentração de citocinas no cérebro em modelo crônico. (A)- Análise de IL-1b feita 7 dias (n=6). 

Efeito significativo: idade **, tratamento * e interação entre os fatores *; (B) – Análise de IL-6 feita 7 dias 

(n=6). Efeito significativo: idade *); (C) – Análise de IL-10 feita 7 dias (n=6). Efeito significativo: idade *, 

tratamento * e interação entre os fatores **; (D) - Análise de IL-4 feita 7 dias (n=6). Efeito significativo: idade 

***, tratamento ** e interação entre os fatores *. Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-

teste de Bonferroni (* p<0,05; **p<0,01) e teste t (#p<0,05; ##p<0,01). 

4.4. Mecanismos moleculares do déficit cognitivo 

4.4.1. Estresse oxidativo 

 O 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) é um importante marcador do dano oxidativo à 

proteínas. Podemos observar através da figura 26 que há uma maior concentração de HNE na 

região CA1 do hipocampo dos animais envelhecidos após o desafio inflamatório crônico com 

LPS em comparação com os outros grupos experimentais. A quantificação do HNE foi feita 

através de Western Blot e é possível observar na figura 27 que há uma tendência (p<0,0561) 

de aumento da concentração do HNE em animais envelhecidos desafiados com LPS 

cronicamente. Estes resultados indicam que o nosso modelo crônico induz um maior dano 

oxidativo nos animais envelhecidos. 
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Figura 26. Fotomicrografia representativa da expressão de HNE na região CA1 do hipocampo. 

Fotomicrografias obtidas em microscópio confocal com aumento de 63x evidenciando a concentração de HNE. 

Grupos: Jovens (JV), Jovens desafiados com LPS cronicamente (LV + LPS), Envelhecidos (ENV), Envelhecidos 

desafiados com LPS cronicamente (ENV + LPS). 
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Figura 27. Quantificação do conteúdo de HNE no cérebro dos animais. Homogenatos de cérebro dos 

animais foram incubados com anticorpo anti-HNE. Grupos: Jovens (JV, n=3), Jovens desafiados com LPS 

cronicamente (LV + LPS, n=4), Envelhecidos (ENV, n=3), Envelhecidos desafiados com LPS cronicamente 

(ENV + LPS, n=4) Análise estatística ANOVA de duas vias com comparação pós-teste de Bonferroni. 

.4.2. Expressão de enzimas antioxidantes 

 Defesas antioxidantes enzimáticas como superóxido dismutase (SOD) e catalase 

neutralizam os radicais livres, minimizando seus efeitos. A progressiva desregulação do 

metabolismo celular ocasiona alterações nos mecanismos de neutralização de ROS, 

acarretando em um aumento de sua concentração. Na figura 28 é possível observar que os 

animais envelhecidos apresentam uma tendência de aumento da expressão de SOD (Figura 

32A) e diminuição da expressão de CAT (figura 32B) no cérebro. 
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Figura 28. Expressão de RNAm das enzimas antioxidantes no cérebro. (A) Expressão de SOD: Grupos: JV ( 

n=1), JV + LPS ( n=3), ENV (n=2), ENV + LPS (n=3). (B) extressão de CAT: Grupos: Jovens (JV; n=3), Jovens 

modelo crônico (JV + LPS; n=5), Envelhecidos (ENV; n=5), Envelhecidos modelo crônico (ENV + LPS; n=8) 

crônico (efeito significativo: idade *). Análise estatística Anova de duas vias com comparação pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05). 

4.4.3. Quantificação de agregados autofluorescentes  

 A lipofuscina é uma forma especial de agregado autofluorescente, frequentemente 

observado em diversos tecidos durante o envelhecimento, composto por proteínas, lipídios, 

vestígios de carboidratos, metais e pigmentos conhecidos como ceroide. Acredita-se que estes 

agregados induzem citotoxicidade através da produção de ROS. A figura 29 é uma 

fotomicrografia representativa destes agregados autofluorescentes no córtex cerebral dos 

camundongos envelhecidos. Estes agregados não estão presentes no cérebro dos 

camundongos jovens. 
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Figura 29. Fotomicrografias representativas da autofluorescência de lipofuscina no córtex cerebral dos 

camundongos envelhecidos. Fotomicrografias obtidas em microscópio confocal com aumento de 63x 

evidenciando acúmulo de lipofuscina mais pronunciado no cérebro dos animais envelhecidos aos o modelo 

crônico de inflamação sistêmica (ENV LPS). Não há agregados autofluorescente nos tecidos dos animais jovens. 

 Na figura 30 observamos o resultado da análise de quantificação da intensidade de 

autofluorescência realizadas a partir de fotomicrografias da região do córtex dos animais 

envelhecidos na fase aguda e crônica após injeção de LPS. É possível observar que os animais 

envelhecidos desafiados com LPS agudamente possuem uma diminuição na intensidade de 

fluorescência, em relação ao grupo envelhecido controle. Ao analisarmos os animais 

desafiados com LPS cronicamente, é possível perceber que há um aumento na intensidade de 

fluorescência. A análise dos dados indica que a inflamação sistêmica crônica induz um 

aumento na acumulação de agregados autofluorescentes nos animais envelhecidos. 
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Figura 30. Quantificação da autofluorescência de lipofuscina no córtex cerebral de camundongos 

envelhecidos. Quantificação da intensidade de fluorescência dos agregados de Lipofuscina a partir de 

fotomicrografias com aumento de 20x. Análise foi feita com auxílio do programa ImageJ. Análise estatística One 

sample T test (*p < 0,05).  

5. DISCUSSÃO  

O envelhecimento é o maior fator de risco para doenças neurodegenerativas. As 

alterações biológicas que este processo causa no indivíduo, acrescentadas a influências 

externas, podem gerar ou agravar patologias como, por exemplo, síndromes demenciais. O 

sistema nervoso é particularmente vulnerável aos danos em resposta à inflamação sistêmica. 

Estudos mostram que condições inflamatórias sistêmicas em idosos agravam seu quadro de 

declínio cognitivo (Mcnicoll et al., 2003; Iwashyna et al., 2012). Dada a frequência de 

infecções e outras condições inflamatórias sistêmicas em indivíduos idosos, é importante que 

haja modelos adequados para permitir o estudo dos mecanismos do declínio cognitivo 

associado ao envelhecimento e a inflamações sistêmicas. 
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Existem na literatura inúmeros modelos agudos de inflamação sistêmica que induzem 

alterações comportamentais em animais (Chen et al., 2008; Reis et al., 2010; Ming et al., 

2015). Nesta tese, caracterizamos um modelo de inflamação sistêmica crônica de baixa 

intensidade que não gerasse um quadro de sepse nos animais. A gravidade da inflamação 

sistêmica foi avaliada na fase aguda por um escore clínico com parâmetros característicos do 

quadro infeccioso, e demonstrou ausência de sintomas graves no modelo experimental 

desenvolvido. A importância deste modelo é enfatizada pelo fato do déficit de memória ter 

sido observado apenas em animais envelhecidos, indicando uma maior suscetibilidade destes 

animais aos efeitos da inflamação sistêmica. O modelo caracterizado neste trabalho permite a 

análise dos mecanismos de déficit cognitivo de forma dependente da idade. 

Muitos aspectos da imunidade inata são afetados pela idade. As mudanças que 

ocorrem no sistema imune inato podem envolver ganho ou perda de funções. Em modelos de 

envelhecimento com inflamação pulmonar, neutrófilos exibiram uma capacidade inflamatória 

alterada com redução da função citotóxica e consequente prolongamento da infecção 

(Nomellini et al., 2008). Em nosso modelo crônico de inflamação sistêmica, observamos 

aumento exacerbado de células polimorfonucleares (majoritariamente neutrófilos) nos 

animais envelhecidos, com pico em 24 horas após a injeção de LPS (figura 13). Nossos 

resultados corroboram estudos em modelo animal de pneumonia, onde camundongos 

envelhecidos possuem níveis aumentados da quimiocina KC, que promove quimiotaxia de 

neutrófilos, e contagem de neutrófilos aumentada 24 horas após a infecção (Chen et al., 

2014). A exacerbação da contagem de neutrófilos pode estar relacionada à redução de suas 

funções, podendo ocasionar injúria tecidual e aumentar o risco de infecções durante o 

envelhecimento.  

Em nosso modelo, mostramos que o desafio crônico de LPS interferiu nos níveis de 

citocinas diferentemente, dependendo da idade e da fase da resposta inflamatória. No modelo 

agudo, os animais jovens apresentaram aumento de IL-6, o que indica uma resposta pró-

inflamatória normal desencadeada pela injeção de LPS. Os animais envelhecidos não 

apresentaram aumento de IL-6 no sangue agudamente após a injeção de LPS, sugerindo que 

estes animais apresentam um déficit na resposta inata. Na segunda fase do modelo agudo (7 

dias após a injeção de LPS) observamos que os animais envelhecidos apresentaram níveis 

elevados de  IL-1b (figura 15) e diminuição de IL-4 (figura 18) no sangue, indicando que a 

resposta pró- inflamatória exacerbada pode estar associada a uma falha nos mecanismos de 

resolução da resposta inflamatória nos animais envelhecidos (Figura 35). 
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No modelo crônico, os jovens apresentaram aumento de IL-10 e IL-4 (figura 17 e 18), 

indicando uma resposta pró-resolutiva frente ao desafio crônico. Já os animais envelhecidos 

apresentaram uma diminuição de IL-4 neste modelo, indicando uma desregulação na resposta 

anti-inflamatória persistente que pode estar associada a uma falha da resolução da inflamação 

sistêmica no modelo crônico (Figura 35). Esta desregulação da resposta inflamatória sistêmica 

determina níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias que, quando persistentes podem 

induzir neuroinflamação. 

Diversos estudos mostram que defeitos em sistemas regulatórios estão relacionados á 

resposta exagerada da microglia (Jurgens e Johnson, 2012; Norden e Godbout, 2013), o que 

está de acordo com nossos resultados de citocinas cerebrais. No cérebro, os animais jovens 

apresentaram aumento de IL-1b, IL-6 e IL-10 (figura 26, 27 e 28) no modelo agudo, mas no 

modelo crônico não houve aumento destas citocinas, indicando resolução eficiente do 

processo inflamatório no cérebro dos animais jovens. Os animais envelhecidos não 

apresentaram alterações nos níveis de citocinas cerebrais no modelo agudo, mas cronicamente 

houve aumento de todas as citocinas avaliadas (figura 35). Esses resultados corroboram dados 

da literatura, que mostram ativação prolongada da microglia e indução de prejuízos cognitivos 

mesmo com aumento de IL-10 (Chen et al., 2008; Godbout et al., 2008; Huang et al., 2008). 

Isto indica que a resposta inflamatória dos animais envelhecidos está desregulada tanto 

sistemicamente quanto a nível cerebral, está presente no modelo agudo e permanece no 

modelo crônico.  

 

Figura 31. Resumo das alterações das citocinas analisadas no presente trabalho. 

A ativação do sistema imune pode modificar inúmeros processos fisiológicos como 

aprendizado e memória (Dantzer, 2004; Dantzer et al., 2011). Chen e colaboradores 

mostraram que uma única injeção aguda de LPS produz prejuízos na memória espacial de 

camundongos idosos (Chen et al., 2008). Além disso, a infecção por E. coli reduz a memória 

contextual de longa duração em ratos idosos (Barrientos et al., 2009). A indução de uma 

inflamação sistêmica aguda gera déficits cognitivos transientes, que fazem parte do 
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comportamento conhecido como “sickness behaviour”. Nesta tese, buscamos analisar os 

prejuízos cognitivos de longo prazo no envelhecimento e a influência da inflamação sistêmica 

neste processo. Para avaliar a atividade locomotora e exploratória dos animais, visando 

excluir possíveis vieses em nossos testes de comportamento, estes foram submetidos ao teste 

de habituação ao campo aberto. Neste teste, foi possível observar que os animais envelhecidos 

possuem uma diminuição no número de rearings e crossings, indicando que estes animais 

apresentam uma diminuição na sua atividade locomotora, em comparação aos animais jovens. 

Neste caso, não foi possível realizar comparações entre grupos de diferentes idades nos testes 

comportamentais de atividades locomotoras em campo aberto. O tratamento com LPS não 

afetou o número de rearings e crossing ou a habituação em nenhum grupo experimental, 

indicando que nosso modelo de injeção de LPS não induziu problemas de locomoção ou 

atividade exploratória dos animais (Figura 17). 

 As avaliações de memória de curta e longa duração foram feitas uma semana após a 

última injeção de LPS para avaliar os efeitos de longo prazo da inflamação sistêmica, e não os 

efeitos agudos. Foi utilizado o teste de reconhecimento de objetos para avaliar a memória de 

curta duração dos animais onde observamos que os animais jovens, mesmo quando desafiados 

com LPS, não apresentaram prejuízos cognitivos. Ao avaliarmos os animais envelhecidos, 

observamos que estes apresentaram o mesmo padrão de exploração que os animais jovens, 

mas o modelo crônico gerou um déficit na memória de curta duração dos animais 

envelhecidos (Figura 18). O Labirinto Aquático de Morris foi utilizado para avaliar a 

memória espacial dos animais. Os resultados deste teste mostraram que os animais não 

possuem diferenças na velocidade média de nado. Ao analisarmos o tempo de nado após o 

treinamento, na ausência da plataforma, percebemos que os animais envelhecidos desafiados 

com nosso modelo de inflamação sistêmica crônica apresentaram tempo de nado diminuído 

no quadrante em que se encontrava a plataforma. Os mecanismos moleculares das alterações 

comportamentais induzidas pela inflamação sistêmica ainda não são bem compreendidos, mas 

na literatura há estudos relacionando a neuroinflamação e o estresse oxidativo a déficits 

cognitivos em modelos de inflamação sistêmica  (Bozza et al., 2007; Bozza et al., 2013; 

Moraes et al., 2015).  

Espécies reativas de oxigênio são produzidas pelos fagócitos em virtude da 

necessidade de erradicar os patógenos invasores, mas também podem provocar a oxidação de 

cadeias de ácidos graxos polinsaturados, processo conhecido como peroxidação lipídica 

(Boueiz, A, 2009). O HNE é um produto da peroxidação lipídica  que se liga covaletemente a 

proteínas, podendo ser dosado como um marcador de estresse oxidativo tecidual. Em nossas 
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análises imunohistoquímicas observamos o acúmulo de HNE no hipocampo dos animais 

envelhecidos após o desafio inflamatório. A quantificação de HNE feita por Western Blotting 

revelou aumento do conteúdo de HNE no cérebro dos animais envelhecidos após o desafio 

inflamatório crônico (Figura 26 e 27). O estresse oxidativo é um importante mecanismo de 

citotoxicidade em diversas condições patológicas, e no nosso modelo experimental pode estar 

associado a neurotoxicidade e indução do prejuízo cognitivo observado nos animais 

envelhecidos.  Outros estudos mostram que o estresse oxidativo pode agravar os prejuízos 

causados pelas doenças neurodegenerativas  (Federico et al., 2012; Guo et al., 2013; Zhao e 

Zhao, 2013). 

Mudanças nos mecanismos antioxidantes durante o envelhecimento já foram 

reportados em diversos trabalhos (Hauser e Hastings, 2013; Sesti, 2016). Um dos mecanismos 

moleculares do estresse oxidativo é o desbalanço nos níveis de defesas antioxidantes. Ao 

analisarmos a expressão das enzimas antioxidantes SOD e CAT em nosso modelo 

experimental, encontramos uma tendência de aumento na expressão de SOD e diminuição na 

expressão de CAT no cérebro dos animais envelhecidos (Figura 28). O tratamento crônico 

com LPS não alterou a expressão destas enzimas antioxidantes, porém, a atividade destas 

enzimas pode estar alterada pelo tratamento com LPS. O possível aumento da expressão de 

SOD associado à diminuição da expressão de CAT pode determinar um a acúmulo de 

peróxido de hidrogênio no cérebro dos animais envelhecidos, e este pode ser um dos 

mecanismos moleculares do estresse oxidativo observado no cérebro dos animais 

envelhecidos. 

Foi documentado que o estresse oxidativo causado pela microglia tem efeitos tóxicos 

nos neurônios (Qin et al., 2004). As microglias são ativadas por mecanismos patogênicos e 

estímulos exógenos para desempenhar funções de controle da infecção e inflamação (Wake et 

al., 2011). Entretanto, a ativação crônica da microglia em infecções sistêmicas recorrentes 

pode gerar dano neuronal. A ativação da microglia aparenta estar envolvida no dano ao SNC 

durante a esclerose múltipla e a redução de sua atividade diminui a gravidade da doença 

(Zindler e Zipp, 2010). Dada a importância destas células nos processos de resposta 

imunológica e declínio cognitivo, fomos avaliar o perfil de ativação destas células no nosso 

modelo de estudo. Nossos resultados corroboram outros dados da literatura, em que a 

microglia de animais envelhecidos apresenta morfologia característica de célula ativada ou 

distrófica, com diminuição de ramificações e aumento do corpo celular, quando comparados 

com animais jovens (figura 25)(Choi et al., 2007; Huang et al., 2008). Como o nível basal  de 
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ativação é bastante alto, este pode ser um dos motivos pelo qual não percebemos aumento na 

ativação de microglia após o desafio crônico com LPS. 

Citocinas como IL-1β são produzidas pelas microglias ativadas e possuem papel 

essencial na indução e manutenção do “sickness behaviour” (Dantzer, 2001). A estimulação 

aguda da hiperativação de microglia resulta em uma produção exagerada de IL-1β, IL -6 e 

TNFα nos animais idosos, em relação aos adultos (Frank et al., 2010; Morandi et al., 2011), 

Estudos in vivo e in vitro mostraram que o estímulo com LPS induz o aumento da produção 

de IL-1b e IL-6 (Ye e Johnson, 2001; Xie et al., 2003; Godbout et al., 2005). Em nossos 

resultados não observamos alterações estatísticas, o que pode ser explicado pelos tempos 

utilizados em nosso modelo. Um estudo recente do nosso grupo mostrou que a inflamação 

sistêmica no modelo experimental de sepse induz perda sináptica mediada pela secreção de 

IL-b da microglia, e tal fato pode estar associado ao declínio cognitivo encontrado neste 

modelo experimental (Moraes et al., 2015).  

A microglia pode apresentar prejuízos funcionais em modelos animais de 

envelhecimento e neurodegeneração. Por exemplo, em um modelo de Doença de Alzheimer, a 

microglia dos camundongos envelhecidos apresenta fagocitose reduzida de beta-amiloide  

(Hickman et al., 2008; Lee et al., 2010). Em camundongos idosos com injúria de retina, a 

microglia também responde mais vagarosamente e mostra um acúmulo prolongado no local 

de injúria, quando comparado com camundongos adultos (Damani et al., 2011). Essas 

deficiências funcionais podem ser consideradas indicadores de senescência microglial, onde 

as microglias, chamadas de microglias distróficas, apresentam morfologia anormal e são 

consideradas não saudáveis. Nossos dados mostram que os animais envelhecidos possuem 

microglias distróficas, demonstrado pelas alterações secretórias características de uma 

disfunção microglial (com prolongamento de secreção de citocinas), que pode estar associada 

a falhas no processe de resolução da inflamação e prolongamento de um ambiente pró-

inflamatório cerebral. Diferentemente do animal jovem, o animal envelhecido apresenta 

microglia permanentemente ativada durante todo o curso do modelo crônico de inflamação 

sistêmica. Estudos mostram que a ausência de resolução da resposta inflamatória a nível 

cerebral pode causar distúrbios cognitivos em camundongos (Godbout et al., 2008; 

Czerniawski e Guzowski, 2014), o que também foi visto em nosso trabalho. 

Uma característica da senescência celular é a presença de agregados de lipofuscina, 

uma mistura de pigmentos lipídicos e de proteínas que se acumulam no lisossoma e não são 

degradados (Gray e Woulfe, 2005; Seehafer e Pearce, 2006). A desregulação no transporte e 
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na degradação de macromoléculas é um possível mecanismo de acumulação de lipofuscina. A 

degradação lisossomal de componentes citosólicos na célula é denominada autofagia. Estudos 

anteriores mostram que a senescência celular causa uma disfunção autofágica. A degradação 

total de proteínas diminui em vários modelos de envelhecimento (Seglen e Bohley, 1992). A 

degradação destas moléculas potencialmente citotóxicas pode proteger os neurônios (Amano 

et al., 1995), mas o papel patológico do acúmulo dessas substâncias não está claro. Um estudo 

recente mostrou que os agregados de lipofuscina surgem a partir de restos da membrana de 

mielina e que há um aumento no número e no volume de grânulos de lipofuscina na microglia 

durante o envelhecimento (Safaiyan et al., 2016). Os dados do presente trabalho demostram 

que há uma diminuição do conteúdo de lipofuscina nos animais envelhecidos desafiados com 

LPS agudamente, indicando que uma ativação microglial aguda pode estar associada ao 

aumento do clearance de lipofuscina; já nos animais desafiados com LPS cronicamente, 

houve um aumento do conteúdo destes agregados fluorescentes em comparação aos animais 

envelhecidos controle. Estes dados sugerem que a ativação da microglia induzida pelo LPS 

agudamente está associada ao clearance tecidual, enquanto que a disfunção microglial 

induzida pelo tratamento crônico com baixas doses de LPS está associada ao acúmulo de 

lipofuscina no cérebro dos animais envelhecidos.  

Os dados obtidos no presente trabalho podem ajudar no entendimento dos mecanismos 

que levam a uma disfunção cognitiva no processo inflamatório crônico, contribuindo para o 

desenvolvimento de novos alvos terapêuticos para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas associadas ao envelhecimento. 

6. CONCLUSÃO 

 O modelo experimental estabelecido não ocasionou mudanças de peso ou no escore 

clínico dos animais; 

  Os animais envelhecidos apresentaram aumento exacerbado de leucócitos e 

desregulação na secreção de citocinas, tanto no modelo agudo quanto no modelo 

crônico em diversos tempos; 

 O modelo experimental crônico causou astrogliose significativa e aumento de 

citocinas pro e anti-inflamatórias apenas no SNC dos animais envelhecidos; 

 O desempenho cognitivo dos camundongos envelhecidos submetidos ao modelo 

experimental crônico foi reduzido, tanto no teste de reconhecimento de objetos quanto 

no Labirinto aquático de Morris; 
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 O modelo experimental crônico tende a induzir aumento de HNE apenas nos animais 

envelhecidos e aumento de agregados autofluorescentes no córtex destes animais. 
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