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RESUMO 

O envelhecimento feminino, particularmente durante a transição que marca o 

fim do período reprodutivo, afeta a microbiota intestinal, o equilíbrio redox, a função 

imunológica e o desempenho motor e cognitivo. Estratégias direcionadas ao eixo 

intestino-cérebro têm emergido como abordagens promissoras para atenuar esses 

efeitos. Este estudo investigou se a suplementação com probióticos, administrada 

durante o período de transição reprodutiva, poderia influenciar o eixo intestino-

cérebro, por meio da avaliação da morfologia intestinal, de marcadores de estresse 

oxidativo e de parâmetros comportamentais. Ratas fêmeas cíclicas (8 meses de idade) 

e ratas fêmeas em periestropausa (23 meses de idade) receberam solução salina ou 

suplementação com o probiótico VSL#3 durante 42 dias. Os resultados demonstraram 

que a suplementação com probióticos exerceu efeitos que variaram de acordo com a 

condição fisiológica associada ao envelhecimento reprodutivo, atuando 

predominantemente sobre vias fisiológicas periféricas. O VSL#3 melhorou a 

integridade da mucosa intestinal em todo o intestino delgado e reduziu a degranulação 

de mastócitos mesentéricos em ratas senis. Esses efeitos foram acompanhados pela 

atenuação do estresse oxidativo sistêmico, mas não por alterações nos parâmetros 

redox do hipocampo. Além disso, essas adaptações periféricas estiveram associadas 

à redução de comportamentos do tipo ansioso e à melhora do desempenho locomotor. 

Em contraste, a suplementação com probióticos não melhorou a memória de 

reconhecimento de objeto novo nem modificou o estado redox hipocampal, indicando 

dissociação entre as respostas periféricas e centrais. De modo geral, esses achados 

sugerem que os efeitos benéficos do VSL#3 estão principalmente associados a 

adaptações periféricas, incluindo a melhora da integridade intestinal, a redução da 

ativação de mastócitos e a atenuação do estresse oxidativo sistêmico, fatores que 

podem contribuir para a redução de comportamentos do tipo ansioso e para a melhora 

do desempenho locomotor, enquanto exercem efeitos limitados sobre o equilíbrio 

redox do hipocampo e a função cognitiva. 

 

 

Palavras-chave: Perimenopausa. Eixo-intestino-cérebro. Probiótico. Sistema imune. 

Estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 

Female aging, particularly during the transition marking the end of the 

reproductive period, affects gut microbiota, redox balance, immune function, and motor 

and cognitive performance. Strategies targeting the gut-brain axis have emerged as 

promising approaches to mitigate these effects. This study investigated whether 

probiotic supplementation administered during the reproductive transition period could 

influence the gut-brain axis, evaluating intestinal morphology, oxidative stress markers, 

and behavioral parameters. Cycling female rats (8 months old) and female rats 

undergoing periestropause (23 months old) received either saline solution or probiotic 

supplementation (VSL#3) for 42 days. The results demonstrate that probiotic 

supplementation exerted effects that varied according to the physiological condition 

associated with reproductive aging, acting predominantly on peripheral physiological 

pathways. VSL#3 improved intestinal mucosal integrity throughout the small intestine 

and reduced mesenteric mast cell degranulation in senile female rats. These effects 

were accompanied by attenuation of systemic oxidative stress but not by changes in 

hippocampal redox parameters. Moreover, these peripheral adaptations were 

associated with reduced anxiety-like behaviors and improved locomotor performance. 

In contrast, probiotic supplementation did not improve novel object recognition memory 

or modify hippocampal oxidative status, indicating a dissociation between peripheral 

and central responses. Overall, these findings suggest that the beneficial effects of 

VSL#3 are mainly associated with peripheral adaptations, including improved intestinal 

integrity, reduced mast cell activation, and attenuation of systemic oxidative stress, 

which may contribute to reduced anxiety-like behaviors and enhanced locomotor 

performance, while exerting limited effects on hippocampal oxidative balance and 

cognitive function. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Perimenopause. Gut-brain axis. Probiotic. Immune System. Oxidative 

Stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O envelhecimento biológico é marcado pelo declínio progressivo das funções 

corporais, associado à redução da capacidade de manutenção e reparo tecidual, 

resultando em comprometimento de mecanismos celulares essenciais à homeostase, 

elevando a vulnerabilidade do organismo e diminuindo sua capacidade adaptiva ao 

longo do tempo (LI et al., 2024).  Evidências apontam causas multifatoriais para o 

processo natural do envelhecimento,  incluindo fatores intrísecos associados a  

fragilidade do tratogastrointestinal (TGI), comprometimento do sistema imunológico 

(ZHANG et al., 2023), desequílibrio do estado redox e alterações neurais (ALHAZZA 

et al., 2026). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) projeta que a população mundial com 

60 anos ou mais poderá atingir 2,1 bilhões até 2050, e cerca de 3,2 bilhões até 2100, 

cenário que impõe desafios crescentes à saúde pública. Embora o envelhecimento 

constitua processo cronológico universal, suas manifestações e impactos são 

influênciados por determinantes sociais e biológicos, incluindo o gênero. Dados do 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a partir da Pesquisa Nacional por 

Amostra de Domicílios (PNAD), indicam que, em 2021, as mulheres representavam a 

maioria da população idosa, correspondendo a 55,8% (17,4 milhões), enquanto os 

homens totalizavam 44,2% (13,8 milhões), mantendo-se esse predomínio feminino ao 

longo da última década (IBGE; PNAD, 2022). Esse cenário também é observado 

globalmente, com estimativas apontando que, até 2030, mais de 1,2 bilhão de 

mulheres terão 50 anos ou mais, podendo vivenciar aproximadamente um terço de 

suas vidas no período pós-menopausa (BRITON et al., 2012). 

O sistema reprodutor feminino é um dos primeiros sistemas do organismo a 

apresentar sinais de envelhecimento, com comprometimento funcional iniciado antes 

de outros orgãos (BALOUGH et al., 2025). Esse processo é caracterizado pela 

transição progressiva de ciclos  reprodutivos regulares para irregulares, seguida pela 

aciclicidade e, por fim, cessação da fertilidade (CAMAIONI et al., 2022). De acordo 

com a classificação do estadiamente do envelhecimento reprodutivo definido pela 

Stages of Reproductive Aging Workshop (STRAW) + 10 (2012), a senescência 

reprodutiva feminina é dividida em estágios bem definidos. A menopausa atua como 
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marco central dessa escala, delimitando as fases pré-menopausa, que incluem a 

menarca, o período reprodutivo e a perimenopausa, e de pós-menopausa, a qual é 

subdividida em fases precoce e tardia (HARLOW et al., 2012). 

A ciclidade ovariana compreende o intervalo entre a puberdade e a menopausa, 

fase caracterizada por oscilações hormonais que se estabelecem ao longo do período 

reprodutivo feminino (LIU; GAO, 2023). Em mulheres adultas, a flutuação cíclica de 

17β-estradiol (E2), progesterona, hormônio folículo-estimulante (FSH) e hormônio 

luteinizante (LH) caracteriza o ciclo menstrual, que apresenta duração média de 28 

dias (BARBIERI, 2014). A regulação desse processo depende da coordenação do eixo 

hipotálamo-hipófise-gônadas (HHG). O hipotálamo sintetiza e secreta o hormônio 

liberador de gonadotrofinas (GnRH), principal regulador do eixo reprodutivo, que 

estimula a hipófise anterior a liberar FSH e LH (CASATI et al., 2023). Em resposta, os 

ovários produzem estrogênio e progesterona, responsáveis pelo desenvolvimento 

folicular, ovulação e preparação endometrial, além da produção de inibinas, ativinas e 

outros fatores parácrinos que refinam o controle reprodutivo (HAN et al., 2023). 

Roedores fêmeas apresentam flutuações hormonais ao longo da vida 

reprodutiva, semelhantes às observadas em mulheres. No entanto, nesses animais 

os ciclos reprodutivos são mais curtos e dinâmicos, com duração média de quatro a 

cinco dias, o que os torna modelos experimentais adequados para investigar 

alterações fisiológicas que ocorrem durante esse período (MARCONDES; BIANCHI; 

TANNO, 2002, FREEMAN, 1997). Similar ao que ocorre em seres humanos, os 

roedores apresentam, com o avançar da idade, transição reprodutiva análoga à 

perimenopausa, denominada periestropausa, marcada por irregularidade no ciclo 

estral, redução da fertilidade e diminuição progressiva da responsividade estrogênica 

(FINCH, 2014). Essas alterações estão associadas a modificações no eixo HHG, que 

sofre mudanças estruturais e funcionais ao longo do envelhecimento reprodutivo 

(NICOLA et al., 2016). 

Em mulheres, a perimenopausa ocorre, em geral, entre os 45 a 55 anos de 

idade e é caracterizada por irregularidade dos ciclos menstruais, redução progressiva 

da reserva folicular ovariana e flutuações nas concentrações hormonais de E2, 

progesterona, FSH e LH que refletem instabilidade funcional do eixo (BRINTON et al., 

2015). Essa transição hormonal, por sua vez, repercute tanto em tecidos reprodutivos 

como não reprodutivos, contribuindo para o surgimento de diversas manifestações 

clínicas (CHEN, 2022). O impacto da perimenopausa envolve importantes alterações 
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neurológicas, uma vez que o E2 contribui continuamente para o desenvolvimento e 

dinâmica funcional encefálica  ao longo da vida (HERSON; KULKARNI, 2022; BACON; 

BRINTON, 2021). Esse conjunto de manifestações decorrente de alterações 

hormonais desregulam a produção de citocinas inflamatórias como interleucina- (IL-

1α), interleucina-1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α), capazes de migrar 

pela circulação sistêmica e atingir o SNC, desencadeando ativação de células gliais, 

como micróglia e astrócitos (MALUTAN et al., 2014; MCCARTHY; RAVAL, 2020). 

Essa cascata inflamatória contribui o estabelecimento de processos 

neuroinflamatórios, neurodegenerativos e rearranjo dos circuitos limbicos pré-frontais 

(MARANO et al., 2026; GUO et al., 2025), capaz comprometer a plasticidade sináptica, 

o que favorece disfunções cognitivas e emocionais (MOTTAHEDIN et al., 2017). Como 

consequência, essas modificações podem emergir em alterações hipotalâmicas, 

como ondas de calor, distúrbios do sono, fadiga crônica, entre outras disfunções 

vasomotoras (DAVIS et al., 2023). A diminuição dos efeitos neuroprotetores do E2 

pode levar a impactos psicológicos negativos em algumas mulheres. Além disso, o 

envelhecimento está associado a alterações fisícas, declínio de funções corporais e 

transformações na percepção da feminilidade (HERSON; KULKARNI, 2022; 

LIZCANO; GUZMÁN, 2014). 

A redução das concentrações de E2, caraterística de fases tardias da 

perimenopausa, compromete a regulação de processos fisiológicos por meio da 

modulação de vias clássicas de receptores intracelulares estrogênicos alfa e beta 

(ERα, ERβ), bem como pela via não clássica, via receptor de estrogênio acoplado à 

proteína G (GPER) (SINGH; PARAMANIK, 2022). O hipocampo apresenta alta 

densidade de receptores estrogênicos (SHEPPARD et al., 2019) e essa sinalização 

exerce modulação de processos de memória e aquisição de informações 

(aprendizagem) (FINNEY et al., 2019). A ativação desses receptores promove 

aumento da densidade de espinhas dendríticas, potencializa a função dos receptores 

ionotrópicos de glutamato (BENDIS et al., 2024) e indução a potenciação de longa 

duração (LTP) (CAYA-BISSONNETTE; BÉÏQUE, 2024). O fator neurotrófico derivado 

do cérebro (BDNF) é regulado pela sinalização estrogênica e atua diretamente na 

sobrevivência neuronal, sendo mediador essencial da LTP (BUSTAMANTE-

BARRIENTOS et al., 2021). Esse mecanismo favorece o fortalecimento e a 

estabilização das conexões sinápticas, processos essenciais para a formação e 

consolidação da memória de longo prazo (FLANNERY et al. 2025). Entretanto, a 
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dinâmica sináptica hipocampal não depende exclusivamente da neurotramissão 

glutamatérgica, podendo envolver a interação em diferentes sistemas de 

neurotramissores, incluindo noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), dopamina (DA) e 

ácido γ-aminobutírico (GABA) (PALACIOS-FILARDO; MELLOR, 2019). Essa rede 

multitransmissora garante precisão refinada da função neural, tornando esses 

processos suscetíveis a influências sistêmicas (QU et al., 2024).  

Estados ansioso e depressivos estão associados a prejuízos cognitivos em 

memória episódica, atenção sustentada, velocidade de processamento e 

autorregulação de processos mentais (AIMONE et al., 2014). Embora a etilogia da 

ansiedade envolva causas multifatoriais, sabe-se que há correlação dinâmica entre 

fatores hormonais, inflamatórios e ambientais (XI et al., 2025; DENTZER et al., 2016). 

A interrupção de vias serotoninérgicas e dopaminérgicas reguladas pelo E2 (BENDIS 

et al., 2024), inflamação sistêmica (MARANO et al., 2026) e disfunções em circuitos 

hipocampais estão envolvidos no surgimento desses sintomas (CHO et al., 2025). A 

ativação do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), caracterizada pela elevação de 

cortisol em situações de estresse ou ameaça, atua como fator central na fisiopatologia 

dessas manifestações clínicas, amplificando vulnerabilidades límbicas (LIANG et al., 

2024).  

O estresse oxidativo também tem sido apontado como fator importante no 

declínio cognitivo associado ao envelhecimento (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019). 

Com o avanço da idade, ocorre o acúmulo progressivo de falhas no funcionamento 

celular, inclui processos como instabilidade genômica, encurtamento de telômeros, 

perda de proteases, disfunção mitocondrial e falha no processo de eliminação de 

moléculas, entre outros (LÓPEZ-OTÍN et al., 2023). Esses processos contribuem para 

a deterioração da homeostase celular e favorecem o estabelecimento de ambiente 

pró-oxidante, caracterizado pelo aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e redução da capacidade antioxidante, decorrente da disfunção 

mitocondrial (AMORIN et al., 2022). A persistência desses danos está diretamente 

associada à fisiopatologia de doenças neurodegenerativas (KANDLUR; 

SATYAMOORTHY; GANGADHARAN, 2020) e sistêmicas associadas ao 

envelhecimento, incluindo doenças cardiovasculares (WANG; KANG, 2020), doenças 

musculoesqueléticas (JACKSON, 2016), sindrome metabólica (KLISIC et al., 2024), 

doença inflamatória intestinal (TIAN; WANG; ZHANG, 2017) e câncer (IQBAL et al., 

2024). O E2 exerce efeitos antioxidantes no SNC, contribuindo para a redução de ERO 
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e para o aumento da expressão de enzimas antioxidantes (BOURGONJE et al., 2020). 

No entanto, durante a transição reprodutiva, a redução estrogênica favorece o 

acúmulo de radicais livres e danos oxidativos em estruturas neurais, comprometando 

a expressão de BDNF, contribuindo para distúrbios neuropsiquiatricos 

(BUSTAMANTE-BARRIENTOS et al., 2021, SCHARFMAN; MACLUSKY, 2006) 

Assim, compreender os mecanismos que conectam os sistemas endócrino, 

imune e neural torna-se essencial para o desenvolvimento de estratégias preventivas 

e terapêuticas direcionadas ao envelhecimento feminino. Nos últimos anos, 

consolidou-se o conceito do eixo microbiota-intestino-cérebro, sistema de 

comunicação bidirecional, na qual os microrganismos intestinais transmitem sinais ao 

cérebro e, simultaneamente, o cérebro envia informações ao intestino (MORAIS; 

SCHREIBER; MAZMANIAN, 2021). Esse eixo é coordenado por sinais metabólicos, 

neurais, imunológicos e endócrinos (Figura 1). A sinalização pelas vias neurais, ocorre 

especialmente por meio do sistema nervoso entérico e nervo vago; vias endócrinas, 

medidas pela secreção de hormônios entéricos e pelo eixo HPA; vias metabólicas, por 

meio da mediação de metabólitos microbianos bioativos como ácidos graxos de 

cadeia curta (AGCC) e vias imunológicas, envolvendo citocinas e células efetoras de 

resposta inflamatória (RUSCH; LAYDEN; DUGAS, 2023; ABILDINOVA et al., 2024). 

O trato intestinal (TI) atua como interface ampla entre o meio externo e o 

ambiente interno, abrigando microbiota diversa composta por trilhões de 

microrganismos (bactérias, fungos e vírus) que integrem simbioticamente com o 

hospedeiro (ADAK; KHAN, 2019). A microbiota intestinal, tanto em humanos quanto 

em roedores, é predominantemente composta por dois grandes filos bacterianos: 

Firmicutes, constituido em grande parte de bactérias Gram-positivas, e Bacteroidetes, 

formado principalmente de bacterias Gram-negativas (SPILIJAR; MERKLER; 

TRAJKOVSKI, 2017). Alterações na proporção entre esses grupos tem sido 

associadas a diferentes condições metabólicas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), 

obesidade (LIU et al., 2025) e transtornos gastrointestinais (ZHANG et al., 2026). No 

entanto, evidências recentes indicam que a diversidade da microbiota e, sobretudo, a 

sua funcionalidade metabólica emergem como fatores determinantes para a saúde, 

podendo exercer efeitos benéficos ou prejudiciais, a depender do estado fisiológico e 

das condições do hospeideiro (BAKKEREN et la., 2025, VAN HUL et al., 2024). 
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Visão geral do eixo microbiota-intestino-cérebro  

 

Figura 1. Visão geral do eixo microbiota-intestino-cérebro. A comunicação bidirecional desse eixo 
ocorre pela integração de vias metábolicas, neurais, imunológicas e endócrinas. (A) Metabólitos podem 
ser produzidos ou modificados pela microbiota e se ligarem a receptores específicos no EP ou serem 
absorvidos para circulação sanguínea e atingir tecidos-álvos como o cérebro, influenciar a sinalização 
neural por meio da ativação de CE e neurônios entéricos, bem como interar com células imunes 
(pontilhado azul).(B) O nervo vago, o SNE e as vias espinais fornecem rotas rápidas de comunicação 
neural, enquanto os neurotransmissores ou seus percursores podem ser produzidos ou metabólizados 
por microorganismos. Além disso, o nervo vago pode modular o SI (pontilhado laranja). (C) Os 
microorganismos podem integrar com as células imunes, com efeitos pró-inflamatórios ou anti-
inflamatórios subsequentes, modulando o eixo HPA e o SNE (pontilhado roxo). (D) A interação da 
microbiota com CE resulta na liberação de hormônios que atuam localmente, modulando as funções 
intestinais, ou em tecidos-alvo, como o cérebro, por meio da circulação sanguínea. O Cortisol 
decorrente do eixo HPA atinge os tecidos alvos pela circulação sanguinea, modula o sistema 
imunológico e impacta a composição da microbiota intestinal e permeabilidade (pontilhado azul). ACTH, 
hormônio adrenocorticotrófico; Ach: Acetilcolina; AGCC, ácidos graxos de cadeia curta; CCK, 
colecistocinina; CE, célula enteroendócrina; CRH, hormônio liberador de corticotropina; CS, Circulação 
sistêmica; DA, Dopamina; GALT, tecido linfóide associado ao intestini; GABA, ácido γ-aminobutírico; 
GLP-1, peptídeo semelhante ao glucagon 1; 5-HT, Serotonina; HPA, eixo hipotálamo-hipófise-adrenal; 
IL-1β, interleucina 1β; IL-6, interlecucina 6; LPS, lipopolissacarídeo; PRRs: receptores de 
reconhecimento de padrões; PG, peptideoglicano; PYY, peptídeo YY; NPY, neuropeptídeo Y; NA: 
noradrenalina; JE, junções estreitas; TNF-α, fator de necrose tumoral-α; VE, vias espinais. Figura criada 
com BioRender.com. Adaptado de KUIJER; STEENBERGEN, 2023. 

 

Dentre as funções metabólicas da microbiota intestinal, destacam-se a 

produção de metabólitos bioativos, como os AGCC, síntese de vitaminas (K e 

complexo B) e metabolização de aminoácidos (PRAKASH et al., 2011). Esses 

metabólitos são capazes de modular a síntese e a liberação de neurotransmissores 

(FUJISAKA; WATANABE; TOBE, 2023), atuando por meio de receptores expressos 
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em neurônios do sistema nervoso entérico (SNE) e em células enteroendócrinas, 

regulando motilidade intestinal e excitabilidade neural local, sendo parte desses sinais 

captados pelo nervo vago (vias aferentes) (VICENTINI et al., 2021) podendo tambem 

influenciar o sistema imune e endócrino (Figura 1). O comportamento ansioso impacta 

significativamente a composição e a funcionalidade da microbiota intestinal, por meio 

do eixo HPA (CHAUDHRY et al., 2023). A ativação crônica desse eixo compromete a 

integridade da barreira intestinal ao promover alterações nas proteínas de junção 

estreita e favorecimento de estado pró-inflamatório sistêmico (JIANG et al., 2024, 

VALITUTTI et al., 2025) (Figura 1). 

A microbiota intestinal não é homogênea ao longo do TI, exibindo variações 

qualitativas e quantitativas entre os diferentes segmentos intestinais (YANG et al., 

2025). Essa heterogeneidade reflete a adaptação microbiana às condições ambientais 

específicas de cada região (MARTINO, et al. 2022, PRAKASH et al., 2011). O colón  

representa o segmento com a maior densidade e diversidade microbiana 

(SIMONSON; SIMONSON; NOBÉCOURT, 2025), no entanto, segmentos do intestino 

delgado (ID), como  duodeno, jejuno e íleo também abrigam comunidades 

microbianas, embora em menor abundância e complexidade (DONALDSON; LEE; 

MAZMANIAN, 2016). Nesses segmentos, a interação de microrganismos e o sistema 

imunológico é fundamental para a manutenção da homeostase intestinal, 

especialmente devido à intensa exposição a antígenos luminais e à presença de 

estruturas imunológicas especializadas (BROWN; ESTERHÁZY, 2021).  

Evidências indicam que o E2 exerce influência significativa sobre a função da 

microbiota, afetando a atividade metabólica desses microorganismos (SANTOS-

MARCOS, et al., 2023; GHOSH, et al., 2022). Essa interação ocorre, em parte, atráves 

da enzima β-glucuronidase, produzida por conjunto de bactérias intestinais 

denominado “estroboloma”, responsáveis pela desconjugação de estrogênios 

previamente metabolizados no fígado e excretados na bile (BAKER; AL-NAKKASH; 

HERBST-KRALOVETZ, 2017). Esse processo possibilita a reabsorção intestinal 

desses hormônios, contribuindo para a manutenção da circulação entero-hepática dos 

estrogênios (SUI; WU; CHEN,  2021). Esse mecanismo estabelece relação 

bidirecional, na qual o E2 influencia a composição da microbiana intestinal e, 

simultaneamente, a microbiota regula a disponibilidade sistêmica desse hormônio 

(WANG et al., 2025). 

 Durante o período reprodutivo, concentrações fisiológicas de E2 promove o 
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crescimento de bactérias comensais benéficas, como Lactobacillus e Bifidobacterium, 

que contribuem para a produção de AGCC, metábolitos que fornecem energia aos 

enterócitos, reduz pH intestinal e inibe a colonização por patógenos (PARK; KIM; KIM, 

2025). A sinalização mediada pelo receptores de E2 (ER-β) presentes nos enterócitos, 

regulam vias moleculares essenciais para a manutenção da integridade da barreira 

intestinal, incluindo a expressão e organização de proteínas de junções estreitas, 

como ocludina e claudinas (CHAUDHRY et al., 2023). Essas estruturas são 

fundamentais para o controle da permeabilidade paracelular e para a prevenção da 

translocação de microrganismos e de seus produtos, como lipopolissacarídeos (LPS) 

(ODENWALD; TURNER, 2017). Em condições fisiológicas,  o E2 favorece a 

manutenção dessa barreira ao aumentar a expressão dessas proteinas e estimular a 

prodição de muco, limitando a adesão bacteriana e a entrada de componentes pró-

inflamatórios na circulação sanguínea (CHAUDHARY et al., 2023; VAN HUL et al., 

2024).   

No entanto, durante a senescência reprodutiva feminina, ocorre reorganização 

sistêmica desses mecanismos fisiológicos. Evidências indicam que, após a 

menopausa, há a diminuição acentuada da diversidade microbiana resulta em perfil 

semelhante ao observado em indivíduos do sexo masculino (PETERS et al., 2022). 

Contudo, essas modificações se iniciam durante a transição da perimenopausa, 

caracterizando-se pela redução na abundância de bactérias benéficas e aumento de 

microorganismos protencialmente prejudiciais, como Enterobacter e Proteobacteria, 

resultando em quadro de disbiose  (XIE et al., 2024; CHEN; LI; OU-YANG, 2022). O 

aumento de bactérias patogênicas, favorece liberação e translocação de LPS, 

moléculas capaz de ativar receptores do tipo Toll, como o TLR-4, promovendo 

inflamação intestinal e contribuindo para estado inflamatório sistêmico de baixo grau 

central na indução da inflamação intestinal (DI VINCENZO et al., 2024). 

O sistema imunológico (SI) é uma das principais vias de comunicação entre o 

TGI e o SNC (O'RIORDAN et al., 2025). A constante exposição à microbiota impõe 

desafios significativos ao SI, exigindo a integração de múltiplas camadas de defesa, 

incluindo a camada mucosa, barreira física constituida pelo epitélio intestinal, PRRs, 

os quais, em conjunto, coordenam a ativição de respostas imunes inatas e adaptativas 

(Figura 2) (OKUMURA; TAKEDA, 2025). O tecido linfóide associado ao intestino 

(GALT, do inglês Gut-Associated Lymphoid Tissue) é constituido por conjunto de 

estruturas e células  imunológicas, incluindo placas de Peyer, linfonodos 
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mesentéricos, além de tecido difuso presente na lâmina própria e no epitélio, 

desempenhando papel central na manutenção do equilíbrio imunológico intestinal e 

sistêmico (Figura 2) (WANG; HE; YANG; AI, 2024, BEMARK; PITCHER; DIONISI; 

SPENCER, 2024). 

Nesse contexto, os mastócitos (MCs) localizados na lâmina própria e nos 

linfonodos mesentéricos emergem como importantes células imunológicas inata 

efetoras de respostas rápidas, capazes de integrar sinais locais proveniente da 

microbiota e da barreira epitelial para coordenar respostas imunes adaptativas 

especializadas (DILEEPAN et al., 2023, PAL et al., 2020). Evidências relatam que os 

MCs possuem receptores de E2 (ERα e ERβ), o que os torna particularmente sensíveis 

as alterações hormonais (WANG et al., 2025).  Nesse contexto, alterações nas 

concentrações estrogênicas caracteristica do periodo da perimenopausa, podem 

favorecer a ativação e a desgranulação dessas células, resultando na liberação de 

mediadores inflamatórios como  histamina, triptase e citocinas, os quais podem 

aumentar a permeabilidade intestinal e amplificar a resposta inflamatória local e 

sistêmica  (THEOHARIDES, 2023, McCALLION et al., 2022; ALBERT-BAYO et al., 

2019). Além disso, mastócitos estabelecem comunicação funcional com terminações 

nervosas entéricas, modulando reflexos neurais e contribuindo para a sinalização ao 

longo do eixo intestino–cérebro (CONTI et al., 2018), modulando a intensidade de 

comportamentos ansiogênicos, influenciando mecanismos neurais quanto ativação 

microglial, além de prejuízos cognitivos (TRAINA, 2019). Além do mais, a 

desgranulação de MCs eleva o estresse oxidativo sistemico pela produção de ERO 

perpetuando a neuroinflamação (KEMPURAJ et al., 2019). 

Esses achados evidenciam que o eixo microbiota-intestino-cérebro emerge 

como sistema integrador central na compreensão das alterações observadas durante 

a perimenopausa, nas quais flutuações hormonais típicas desse período contribuem 

para modificações imunológicas e neurobiologicas relevantes. No entanto, as 

evidências acerca de intervenções dietéticas nessa população ainda são limitadas.  
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Composição do sistema imunológico intestinal  

 

Figura 2. Composição do sistema imunológico intestinal. O sistema imunológico é composto pela 
camada de muco (externa e interna), epitélio intestinal, lâmina própria, camada muscular da mucosa, 
submucosa e camada muscular externa. No lúmen intestinal, as bactérias estão presentes e entram 
em contato com a camada mucosa externa, seguida pela camada mucosa interna, protegida pelo 
epitélio intestinal. As células dendríticas reconhecem os lipopolissacarídeos (LPS) bacterianos através 
dos receptores TLR-4 e TLR-2, ativando a resposta imune local. As células caliciformes secretam 
mucina, uma glicoproteína que ajuda a formar uma barreira protetora. Na lâmina própria, macrófagos, 
células NK e mastócitos contribuem para a resposta imune inata, enquanto linfócitos T (Th1, Th17 e 
Treg) e linfócitos B são ativados nos linfonodos mesentéricos, promovendo a produção de citocinas e 
anticorpos IgA. Este processo integra a defesa mucosal e a manutenção da homeostase intestinal, 
sendo fundamental para a imunidade adaptativa local e sistêmica. Folículos linfoides isolados atuam 
como centros de vigilância imunológica na mucosa intestinal.Feito com biorender.com. Adaptado de 
WANG; HE; YANG;AI, et al., 2024. 
 

Atualmente, os  probióticos tem sido amplamente utilizados como abordagem 

terapêutica para o tratamento da disbiose (CARÍAS DOMÍNGUEZ et al., 2025). O 

termo “probiótico”, se origina do latim (“pro”, que significa “para”) e do grego (“bios”, 

que significa “vida”), compreende como “para a vida” (HAMILTON-MILLER; GIBSON; 

BRUCK, 2003). Definidos como microorganismos vivos que, quando administrados 

em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospeideiro, os 

probióticos tem sido usado há décadas para melhorar a saúde do TGI (FAO/WHO, 

2002). Entre os principais mecanismos de ação desses microrganismos destacam-se 

a colonização e restauração de comunidades microbianas perturbadas, a exclusão 
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competitiva de patógenos, estimulação da produção de AGCC, além da secreção de 

mucinas (PLAZA-DÍAZ et al., 2019). O probiótico VSL#3 é formulação de alta 

concentração com cepas múltiplas, relatada como mais eficientes do que espécies 

únicas devido a mecanismos sinérgicos (GIONCHETTI et al., 2005). Seus efeitos 

terapêuticos foram documentados em diversas doenças sistêmicas, incluindo doenças 

gastrointestinais, obesidade, diabetes, doenças alérgicas, osteopatias, além de 

distúrbios no SNC (CHENG et al., 2020). 

Autores tem relatado o uso de psicobióticos, probióticos que conferem 

benefícios à saúde mental, atraves da modulação de vias como o eixo HPA, e ao  

sistema imune atráves da produção de citocina e síntese de metabólitos neuroativos 

(KIMSE et al., 2024). Tais vias também desempenham papel central na patogênese 

de doenças inflamatórias intestinais (DII), conexões amplamente exploradas na 

literatura (ROSS, 2023; QIAN et al., 2025). Estudos pré-clínicos com ratos Wistar 

machos jovens (3 meses) e idosos (22 meses) tratados com VSL#3, observou-se 

modulação de funções neuronais e melhora no LTP, associadas à regulação de genes 

cerebrais envolvidos em processos inflamatórios e plasticidade neuronal (DISTRUTTI 

et al., 2014). 

A suplementação probiótica modula a atividade cerebral em repouso e a 

conectividade funcional, reduzindo o recrutamento de diversas áreas cerebrais, 

especialmente durante o processo de emoções negativas (HUTCHINSON et al., 

2026). No entanto, estudos que avaliaram o uso de probiótico em diferentes faixas 

etárias observaram que os efeitos da intervenção sobre a cognição não são uniformes 

e parecem depender da idade quanto do estado do hospedeiro (GUO et al., 2026). No 

contexto menopausa e pós-menopausa, o uso de probiótico tem se mostrado benéfico 

para a saúde óssea (BOSE; SHARAN, 2024) e alterações ginecológicas (BARREA et 

al., 2023).  Ademais, a administração probiótica tem sido consistentemente associada 

à atenuação do estresse oxidativo e do desquilibrio redox, mecanismos centrais do 

envelhecimento (MEHRABADI, SADR, 2020). Dessa forma, postulamos como 

hipótese central  que a suplementação probiótica representa intervenção não invasina 

durante a periestropausa, capaz de promover benefícios cognitivos e 

comportamentais e por meio da modulação do estado redox e das vias imunológicas 

no eixo intestino-microbiota-cérebro. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Investigar os efeitos da suplementação sobre parâmetros 

neurocomportamentais, oxidativos e celulares relacionados à resposta imune 

intestinal em ratas adultas e no período do envelhecimento reprodutivo. 

2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar análise histomorfometríca do intestino delgado em ratas adultas e 

senis após suplementação probiótica com VSL#3 ou NaCl. 

- Avaliar a quantidade e morfologia de mastócitos (MCs) no mesentério de ratas 

em período cíclico e na periestropausa antes e após suplementação probiótica com 

VSL#3. 

- Avaliar sistema antioxidante no hipocampo e plasma após suplementação 

com probiótico VSL#3 em ratas cíclicas e na periestropausa. 

- Avaliar o comportamento e a deambulação das ratas em período cíclico e na 

periestropausa antes e após suplementação probiótica com VSL#3.  

 

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 Animais 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Araçatuba (FOA/UNESP) 

(processo nº 1028-2023) e conduzido de acordo com os Princípios Éticos 

da Experimentação Animal para garantir que o sofrimento e o número de animais 

fossem reduzidos ao mínimo. Os animais foram mantidos em ambiente controlado 

(22°C ± 2°C; ciclo de luz 12/12 h invertido; umidade 55% ± 10%) com acesso à água 

e ração ad libitum (Neovia Nutrição e Saúde Animal LTDA, Paulínia, SP – Brasil). O 

ciclo estral foi verificado pela análise do esfregaço vaginal antes e após intervenções 

(NaCl ou probiótico), analisado a fresco ao microscópio óptico no período de duas 

semanas consecutivas (NICOLA et al., 2016; FERREIRA et al., 2015). 

 

3.2 Grupos experimentais  
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Após a confirmação da preservação da função reprodutiva em ratas adultas 

cíclicas e da presença de diestro persistente nas ratas senis, quarenta e seis ratas 

Wistar foram distribuídas aleatoriamente entre dois grupos experimentais: grupo 

salina (NaCl) e grupo probiótico (VSL#3). Duas ratas senis foram perdidas durante o 

experimento por morte de causa não identificada. Importante registrar que somente 

participaram deste estudo as ratas adultas com ciclo estral regular e ratas senis com 

ciclo estral irregular, em diestro persistente.  As intervenções foram realizadas via 

gavagem diária por 42 dias consecutivos. Os animais foram randomicamente 

distribuídos nos seguintes grupos experimentais: ratas cíclicas designadas ao grupo 

salina ou probiótico (08Me/NaCl; 08Me/VSL#3); e ratas senis na periestropausa 

designadas ao grupo salina ou probiótico (23Me/NaCl; 23Me/VSL#3) (Figura 3). 

 

Delineamento Experimental 

 
 

Figura 3. Esquema do desenho experimental. Inicialmente, o consumo de água e ração de ratas Wistar 

(06 meses; 21 meses) foi mensurado 30 dias antes do início da intervenção (linha tracejada roxa). Os 

animais foram submetidos à análise citológica vaginal 15 dias antes do início do tratamento (linha 

tracejada azul). Após a confirmação do ciclo estral, os animais foram submetidos a suplementação com 

VSL#3 ou NaCl, por gavagem, durante 42 dias, distribuída nos seguintes grupos: 08Me/NaCl; 

08Me/VSL#3 e 23Me/NaCl; 23Me/ VSL#3. Durante o período experimental, o consumo de água e ração 

foi mensurado (linha tracejada roxa). Quinze dias antes da eutanásia dos animais, a coleta do ciclo 

estral e os testes comportamentais e funcionais foram realizados (linha tracejada azul). Vinte e quatro 

horas após a última intervenção, a eutanásia foi realizada por decapitação para coletar material 

biológico para análises bioquímicas, citológicas e histomorfométricas. 
 

3.3 Intervenção 

As ratas com 07 meses e 22 meses, receberam salina (NaCl: 0,1 mL/kg/dia) ou 

probiótico (VSL#3: 10^9 bilhões de UFC/kg/dia; diluído para 0,1 mL/kg/dia/solução 

salina) durante 42 dias, conforme descrito por DISTRUTTI et al. (2014). O probiótico 

VSL#3® é composto por oito cepas bacterianas: três do gênero de Bifidobacterium 
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(espécies B. breve, B. longum*, B. infantis*); quatro do gênero de Lactobacillus 

(espécies L. acidophilus, L. plantarum, L. paracasei e L. delbrueckii subespécie 

bulgaricus**) e uma da espécie Streptococcus thermophilus. * Atualmente 

reclassificado como B. lactis; ** Reclassificado como L. helveticus. Cada sachê 

contém 450 bilhões de unidades formadoras de colônia (UFC) e foram armazenados 

sob refrigeração a 2-8 °C, conforme as instruções do fabricante. Todos os animais 

foram pesados diariamente para o ajuste individual da dose. A administração foi 

realizada via gavagem oral, utilizando seringas de 1,0 mL e realizando a higienização 

da cânula entre cada animal com álcool 70%, além da lavagem com soro fisiológico 

para remoção de resíduos. 

 

3.4 Ingestão alimentar e ingestão hídrica  

O consumo de ração e água foi mensurado em nível de gaiola, com três animais 

alojados por gaiola. Para cada gaiola, foram fornecidos semanalmente 800 g de ração 

e 1000 mL de água. Após sete dias, as quantidades remanescentes de ração e água 

foram medidas, e o consumo foi calculado pela diferença entre as quantidades 

inicialmente fornecidas e as quantidades residuais. Como as medidas foram obtidas 

por gaiola, e não por animal individual, a gaiola foi considerada a unidade experimental 

para a análise estatística. O consumo médio de ração e água foi calculado com base 

em 36 animais, igualmente distribuídos entre os grupos NaCl e VSL#3 (n = 3 

gaiolas/grupo; 3 animais/gaiola), tanto para as ratas adultas quanto para as ratas 

senis, durante quatro semanas. 

 

3.5 Coleta e armazenamento de amostras de amostras de tecido 

3.5.1 Eutanásia por decapitação 

Os animais foram eutanasiados por decapitação no período da manhã (das 

8h00 às 11h00 – ciclo escuro), a fim de minimizar os efeitos do ritmo circadiano. O 

sangue foi coletado em tubos contendo heparina, centrifugado, e o plasma foi 

aliquotado e armazenado a -80°C para análise posterior do estado redox. Os 

encéfalos foram rapidamente removidos e mantidos por aproximadamente 1 minuto 

sobre uma superfície metálica resfriada com gelo, a fim de evitar a degradação de 

proteínas. Em seguida, os encéfalos foram seccionados no plano sagital e os 

hipocampos foram dissecados, imersos em tampão fosfato (50 mmol/L; pH 7,4) para 
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remoção do excesso de sangue superficial, sendo ambos os hemisférios 

armazenados a -80°C para posterior análise do estado redox. 

 

3.5.2 Coloração por Hematoxilina e Eosina (HE) 

Após a eutanásia, o intestino delgado foi removido e segmentados em 

duodeno, jejuno e íleo, conforme protocolo adaptado de RODRIGUES et al. (2022). 

Esses segmentos foram submetidos à análise histomorfométrica. Para isso, foram 

obtidas secções histológicas com espessura de 5 µm em micrótomo, as quais foram 

posteriormente estendidas em banho-maria a 36 °C para adequada expansão dos 

cortes. Em seguida, as secções foram submetidas à coloração por hematoxilina e 

eosina (HE). Inicialmente, realizou-se a desparafinização em estufa a 56–58 °C por 

30 minutos, seguida de desparafinização completa em xilol. Posteriormente, 

procedeu-se à hidratação em série decrescente de etanol e lavagem em água 

corrente. As lâminas foram então coradas com hematoxilina por 2 minutos, seguidas 

de lavagem em água e coloração com eosina por 7 minutos. Após essa etapa, 

realizou-se nova lavagem em água, seguida de desidratação em série crescente de 

etanol, diafanização em xilol e montagem das lâminas com meio apropriado e 

lamínulas de vidro. As lâminas histológicas foram digitalizadas utilizando o scanner 

digital de lâminas Motic EasyScan One. A morfologia da mucosa intestinal foi avaliada 

por meio de metodologia adaptada de SEGÚ et al. (2022). Foram analisados os 

seguintes parâmetros: (1) altura das vilosidades, definida como a distância entre a 

junção vilosidade/cripta e o ápice da vilosidade; (2) profundidade das criptas, 

correspondente à invaginação entre vilosidades adjacentes; e (3) relação 

vilosidade/cripta. As mensurações foram realizadas utilizando o software ImageJ, 

sendo expressas em micrômetros (µm). As análises foram conduzidas nos três 

segmentos do intestino delgado de ambos os grupos experimentais. 

 

3.5.3 Análise de mastócitos no mesentério intestinal  

O intestino removido foi transferido para uma placa de Petri contendo PBS (0,02 

M) para evitar o ressecamento do tecido. Em seguida, o mesentério foi 

cuidadosamente distendido e a membrana mesentérica foi removida. Após a coleta, o 

tecido foi transferido para um frasco contendo formalina tamponada a 10% e mantido 

em fixação por 48 horas. Após esse período, as amostras foram lavadas em água 
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corrente por, no mínimo, 1 hora, para remoção do excesso de formalina. 

Posteriormente, o tecido foi disposto sobre uma lâmina histológica e corado com azul 

de toluidina a 1% (em água destilada). Em seguida, realizou-se a montagem das 

lâminas com lamínula utilizando meio de montagem apropriado. A avaliação celular 

foi realizada utilizando um microscópio Olympus BX53. Para a análise quantitativa, a 

contagem de mastócitos foi realizada sob objetiva de 20×, em 10 campos 

microscópicos por amostra, sendo os resultados expressos como média. A análise 

morfológica foi realizada sob objetiva de 100×, também em 10 campos microscópicos, 

por avaliação manual, com foco na identificação de mastócitos íntegros e 

degranulados, com o objetivo de identificar possíveis respostas inflamatórias locais e 

avaliar os efeitos da intervenção. 

 

3.5.5 Análise do estado redox do hipocampo e do plasma  

3.5.5.1 Prepração do homogenato de tecido hipocampal 

No dia da análise bioquímica, os hipocampos isolados foram descongelados 

em gelo e lavados em solução salina gelada (NaCl 0,9%, m/v). O homogeneizador 

Potter-Elvehjem (modelo MA 099; Marconi, Piracicaba, SP/Brasil) foi utilizado para 

preparar homogenatos dos hipocampos 10% em tampão fosfato de potássio 50 

mmol/L (pH 7,4) contendo 0,2% (v/v) de Triton X 100, ácido 

dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 10 mmol/L e fluoreto de fenilmetanossulfonilo 2 

mmol/L (PMSF). Os homogenatos foram centrifugados (Eppendorf R 5810; 

Eppendorf, Hamburgo/Alemanha) a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C. O 

sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado a -80°C por menos de 2 semanas 

até as análises de estado redox: proteína total (PT), proteína carbonilada (PC), 

espécies reativas de ácido tiobarbitúrico (TBARs), capacidade antioxidante total não 

enzimática (TAC) por redução de ferro, capacidade oxidante total não enzimática 

(TOC) por redução de ferro, superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx). Os sobrenadantes utilizados para a determinação total de 

glutationa reduzida (GSH) foram preparados em 5% (m/v) de ácido tricloroacético 

(TCA) contendo 2 mmol/L de ácido dietilenotriaminopentaacético (EDTA), 

centrifugados a 4.000 rpm por 10 min a 4°C. Para determinar o teor de proteína, 

utilizou-se uma amostra de albumina sérica bovina (BSA) (1mg/mL) como padrão 

(HARTREE, 1972; LOWRY et al., 1951), onde as absorbâncias foram lidas a 660nm 
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e os resultamos expressos em µg/µL. 

3.5.5.2 Determinação do dano oxidativo proteico e lípidico no hipocampo 

e no plasma   

A concentração de PC foi quantificada (450 nm) pelo método alcalino 2,4- 

dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA et al., 2014). O conteúdo de carbonil foi 

calculado, usando o coeficiente de extinção molar (ε450 = 22.308 M-1 cm-1). A 

peroxidação lipídica foi avaliada por meio da concentração de TBARs (532 nm) 

(BUEGE; AUST, 1978). A quantidade de aldeídos formados foi calculada pelo 

coeficiente de extinção molar (ε532 = 1,56 × 105 M-1 cm-1). 

 

3.5.5.3 Determinação da defesa antioxidante não-enzimática no 

hipocampo e no plasma  

A TAC foi determinada espectrofotometricamente (593 nm) por meio da 

capacidade de redução férrica do plasma, conforme descrito anteriormente por 

BENZIE et al. (1996). Os resultados foram calculados utilizando curva padrão com 

diferentes concentrações de soluções de FeSO4. A concentração de GSH foi medida 

usando 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) de acordo com o método 

espectrofotométrico descrito por BEUTLER et al. (1963). A quantidade de GSH foi 

determinada pelo coeficiente de extinção molar conhecido de GSH (1,36 × 104 M-1 

cm-1). Ao contrário, no hipocampo, os sobrenadantes de plasma utilizados para a 

determinação do GSH total foram preparados em 10% (w/v) de TCA contendo 2 

mmol/L de EDTA. Em seguida, a mistura foi agitada em vórtex e A absorbância foi 

medida a 412 nm para detectar o conteúdo de GSH. Os níveis de GSH foram 

expressos por grama de proteína total. 

 

3.5.5.4 Determinação da defesa antioxidante enzimática no hipocampo e 

no plasma  

A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente (420 nm) 

mensurando a taxa de inibição da autoxidação do pirogalol em 50 mmol/L de tampão 

Tris-HCl (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de ácido dietilenotriamina pentacético (DTPA). 

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 

a taxa de autoxidação do pirogalol em 50% (MARKLUND; MARKLUND, 1974).  

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente (240 nm) 
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medindo a taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em tampão fosfato 

de potássio 50 mmol/L (pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades da atividade da enzima 

foram determinadas usando o coeficiente de extinção molar de H2O2 (ε240 = 0,0394 

mM-1 cm-1). Uma unidade de atividade da CAT foram definida como a quantidade de 

enzima necessária para decompor 1 mmol de H2O2 por 1 minuto.  

A atividade da GPx foi determinada pelo método que utiliza o peróxido de di-

terc-butila como substrato da reação, ocorrendo oxidação da GSH pela GPx gerando 

GSSG, que é convertido em GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo nessa 

reação uma molécula de NADPH (WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi 

determinada espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 nm 

em meio contendo 50 mmol/L de tampão fosfato de sódio (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA, 

0,1 mmol/L de NADPH, 0,4 mmol/L de azida sódica, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de 

GSH, 0,5 mmol/L de peróxido de terc-butila e amostras. A azida sódica foi usada para 

bloquear a atividade da catalase. A diminuição linear da taxa de GPx foi definida como 

1 mmol de NADPH consumido por minuto, usando o coeficiente de extinção molar 

(ε340 = 6,2 mM−1 cm−1). 

 

3.6 Testes cognitivos e funcional  

Os testes foram realizados com as ratas adultas e ratas senis ao final (08 meses 

e 23 meses) do período experimental. Todos os testes foram realizados no período da 

manhã, na fase escura do ciclo de luz invertido, momento em que os animais 

apresentam maior atividade motora. Os testes ocorreram em sala acusticamente 

isolada, com controle de temperatura e umidade controlada (22 ± 2 °C, 55 ± 10%), 

iluminada por lâmpadas light emitting diode (LED) vermelha, com intensidade inferior 

a 1 LUX. Após cada teste realizado, os aparatos foram higienizados com solução de 

etanol a 5% para a remoção dos sinais olfativos para o próximo animal. A sequência 

dos testes foi padronizada, seguindo sempre a mesma ordem: labirinto em cruz, 

campo aberto,  reconhecimento de objetos e deambulação. As filmagens foram 

realizadas com câmeras instaladas sobre os aparatos, possibilitando captura total das 

imagens e registro dos animais nos diferentes testes realizados. Cada aparato foi 

limpo com solução de etanol após cada teste realizado com o animal. Os resultados 

de campo aberto, labirinto em cruz elevado e reconhecimento de objetos foram 

analisados pelo software EthoWatcher® (CRISPIM-JUNIOR et al., 2012). O conjunto 
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de dados, exceto teste de deambulação, foi analisado utilizando o software 

EthoWatcher® (Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis – SC, Brasil). 

O resultado do teste de deambulação foi mensurado com auxílio de paquímetro. 

 

3.6.1 Teste de Labirinto em cruz elevado 

O labirinto em cruz elevada é modelo amplamento utilizado para avaliação do 

comportamento ansioso em roedores, baseando-se em respostas incondicionadas a 

ambientes potencialmente aversivos (RODGERS; DALVI, 1997; MONTGOMERY, 

1955). O teste foi realizado no aparato construído em MDF revestido com fórmica 

preta, composto por quatro braços de dimensões iguais (50 cm x 10 cm), organizados 

em forma de cruz, tendo como base plataforma central quadrada (10 cm × 10 cm), 

elevada a 50 cm do solo. Dois dos braços opostos são abertos (sem proteção lateral), 

enquanto os outros dois são fechados por paredes laterais de MDF com 40 cm de 

altura. Os braços partem do quadrado central (10 cm x 10 cm) e são elevados à 50 

cm acima do chão. Cada animal foi gentilmente colocado no quadrado central 

podendo explorar livremente o labirinto por 5 min, sendo os comportamentos 

registrados as variáveis temporais (tempo de permanência nos braços abertos (BA), 

nos braços fechados (BF) e a frequência de entradas nos BA) e as variáveis etológicas 

(frequência de exploração vertical, autolimpeza e imersão da cabeça, que ocorre 

quando o animal está no BA, com a cabeça posicionada fora e abaixo do nível do BA). 

 

3.6.2 Teste de campo aberto  

As atividades locomotora e exploratória dos animais foram avaliadas pelo teste 

de campo aberto, realizado em condições semelhantes às do ambiente de habitação 

no biotério (FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; CRUSIO, SCHWEGLER, ABEELEN, 

1989). O aparato é composto por caixa de MDF revestida com fómica preta, cercada 

por paredes laterais de 40 cm de altura, com fórmica preta, cercada por paredes pretas 

(40 cm), com base de 100 cm x 100 cm. A superficie foi subdividida por linhas brancas 

em 25 quadrados de 20 cm x 20 cm. Cada animal foi individualmente colocado no 

centro da arena, permanecendo em livre exploração por 5 minutos. Durante esse 

período, foram registradas as análises comportamentais que caracterizam as 

variáveis temporais: tempo gasto na periféria (região adjacente às paredes), tempo na 

região central (áreas afastadas das paredes), frequência de entrada na região central, 
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e o índice de tigmotaxia, que representa a tendência do animal a se locomover 

próximo às bordas da arena (calculado como a porcentagem de tempo gastos nos 

quadrantes periféricos em relação ao tempo total do teste); e as váriaveis etológicas: 

frequência de exploração vertical (comportamento em que o animal se apoia apenas 

nas patas traseiras e se ergue para investigar o ambiente) e de autolimpeza 

(comportamento de higienização corporal utilizando língua, dentes e/ou patas 

dianteiras). 

 

3.6.3 Teste de reconhecimento de objetos 

O teste de reconhecimento de objetos foi utilizado para avaliar a retenção da 

memória de trabalho de curto (MCP) e longo prazo (MLP) (FURINI et al., 2020; 

ANTUNES; BIALA, 2012), após a administração de NaCl ou suplementação com 

probiótico. O protocolo experimental compreendeu três sessões de ambientação, 

seguidas de três sessões de teste. As gravações foram realizadas com câmeras 

posicionadas acima dos aparatos, permitindo o registro complete dos 

comportamentos dos animais durante as diferentes etapas. Após cada teste realizado 

com o animal, os aparatos foram higienizados com solução de etanol a 5%. 

Para a ambientação, os animais foram expostos a arena (caixa de 

polipropileno) sem a presença de objetos, em sessões de 15 minutos cada, com 

intervalo de 24 horas entre as sessões. Vinte e quatro horas após a última sessão de 

ambientação, os animais foram expostos novamente à arena para a sessão de treino, 

na qual dois objetos idênticos foram inseridos na arena (ficando A + A), permitindo a 

livre exploração por 15 minutos. Para o teste em geral, os objetos utilizados foram de 

tamanho adequado, inodoros, com diferentes cores e textura, e não móveis. Os 

objetos utilizados neste estudo foram duas tampas de tubo de falcon amarelo (objetos 

A); um mini copo de alumínio rosa (objeto B); e um mini pote de porcelana branca 

(objeto C), todos fixados com fita adesiva e dispostos paralelamente entre si de acordo 

com seu uso. Três horas após o treino, foi realizado o teste 1, destinado à avaliação 

da memória de curto prazo. Nessa fase, um dos objetos A foi substituído pelo objeto 

B (ficando A + B), e os animais puderam explorar os dois objetos por 5 minutos. Após 

24h após o treino, os animais foram expostos a arena para o teste 2, correspondente 

a memória de longo prazo, que consistiu da substituição do objeto B, por um novo 

objeto C (ficando A + C), permitindo-se então a exploração dos objetos A e C por 5 
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minutos. Todas as sessões foram filmadas para análise posterior. O desempenho dos 

animais foi avaliado por meio do índice de reconhecimento, calculado com base no 

tempo de exploração dos objetos A, B e C em relação ao tempo total de exploração 

dos objetos durante os testes. O tempo de exploração foi definido como os períodos 

em que as ratas farejavam ou tocavam o objeto novo com o focinho. Os momentos 

em que os animais apenas corriam ao redor, sentavam-se sobre os objetos ou os 

escalavam não foram considerados como comportamento de exploração. 

 

3.6.4 Teste de deambulação 

O teste de marcha fornece informações sobre medidas do comprimento de 

passada e largura da base, fornecendo informações sobre a marcha do animal e 

reflete o estado funcional (BYTYÇI; HENEIN, 2021), também foi mensurado o tempo 

total em que cada animal levou para percorrer o aparato. Neste teste, cada animal foi 

posicionado no início do aparato que consiste em caixa retangular de MDF (45 cm de 

comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura; sem teto e forrada com papel branco) 

onde caminharam por três tentativas no período de habituação. Em seguida, suas 

patas traseiras foram colocadas em contato com tinta preta atóxica (guache) e as 

patas dianteiras com tinta marrom (mesmas especificações), onde novamente 

caminharam pelo aparelho, agora marcando suas pegadas. Posteriormente, foram 

mensurados a largura e o comprimento da passada com auxílio de paquímetro. O 

tempo foi registrado em segundos para cada animal. 

 

3.7 Análises Estatísticas 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 

normalidade foi avaliada pelo teste de D’Agostino–Pearson para variáveis dos testes 

funcionais, cognitivos e análises citológicas, e pelo teste de Shapiro–Wilk para 

variáveis bioquímicas e ingestão alimentar e hídrica. As análises do peso corporal, 

ovários e útero foram realizadas pelo teste t de Student. As comparações entre grupos 

foram realizadas por ANOVA de duas vias, considerando os fatores intervenção (NaCl 

vs. VSL#3) e idade (8 vs. 23 meses), seguida do post hoc de Tukey para comparações 

múltiplas. O tamanho de efeito foi estimado pela análise do η² parcial (η²ₚ, partial eta 

squared). O nível de significância adotado foi de 5% (p < 0,05). Todas as análises 



41 
 

foram realizadas no GraphPad Prism (versão 10; GraphPad Software Inc., La Jolla, 

CA, EUA). 

 

4 RESULTADOS 

4.1 Parâmetros Gerais  

A análise do esfregaço vaginal de ratas Wistar cíclicas e senis na 

periestropausa está apresentado na figura 4. A avaliação do ciclo estral das ratas 

cíclicas aos 6 meses de idade (antes das intervenções) e aos 8 meses (após VSL#3 

ou NaCl) revelou a ocorrência de todas as fases do ciclo, indicando manutenção da 

ciclidade e preservação da função reprodutiva. Ao final do período das intervenções, 

não foram verificadas alterações nas fases do ciclo estral entre as ratas adultas dos 

grupos experimentais (Fig. 4). A análise do ciclo estral de ratas senis, evidenciou 

predominância em diestro em comparação as outras fases, tanto antes (21 meses) 

como ao final do período (23 meses) das intervenções,  indicando diestro persistente 

(Fig. 4). Essa irregularidade no ciclo estral foi caracterizada pelo aumento na duração 

das fases  do ciclo estral e recorrência da citologia vaginal leucocitária em 3 ou 4 ciclos 

consecutivos, indicando o período da periestropausa. Esss resultados confirmaram o 

perfil reprodutivo irregular característico das ratas senis incluídas neste estudo. 

Incidência das fases do ciclo estral 

 

Figura 4. Incidência das fases do ciclo estral. Ratas adultas (6 e 8 meses) e Ratas senis (21 e 23 

meses) antes e ao final do período das intervenções com NaCl ou VSL#3. O ciclo estral apresentou as 

fases: Proestro; Estro; Metaestro e Diestro. As coletas citológicas foram realizadas durante 15 dias 

antes do início da intervenção e durante 15 dias ao final do período experimental. 

 

A análise do peso corporal dos animais antes e ao final do período das 

intervenções (Tabela 1), não revelou diferenças significantes entre os grupos 

avaliados aos 6 e 8 meses de idade. Da mesma forma, nos animais de 21 e 23 meses, 

6 Meses 8 Meses 21 Meses 23 Meses 
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não foram identificadas diferenças estatisticamente significantes entre os valores do 

peso corporal inicial e ao final do período das intervenções. 

Peso corporal das ratas Wistar adultas e senis  

Grupos 

 

 
Peso corporal (g) 

 6Me 8Me 21Me 23Me   

NaCl 340.4 ± 12.011 333.5 ± 12.650 385.8 ± 18.570 375.4 ± 15.03   

VSL#3 344.0 ± 9.489 340.0 ± 9.805 388.2 ± 12.420 372.2 ± 14.780   

Tabela 1. Peso corporal inicial (06 meses; 21 meses) e ao final do período das intervenções (08 meses; 

23 meses) das ratas Wistar inseridas no estudo. As comparações entre os mesmos animais em 

diferentes idades (06Me e 08 Me; 21Me e 23Me) foram realizadas com teste t pareado. A normalidade 

dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores são expressos como média ± EPM. 

Abreviaturas e símbolos: NaCl = solução salina; VSL#3 = probiótico; Número de animais/grupo: 22. 

Ao analisar o peso do útero e dos ovários de ratas adultas Wistar (08 meses) e 

e ratas senis (23 meses) após as intervenções (NaCl ou VSL#3), foi evidenciado que 

não há diferença estatística entre os grupos (Tabela 2). 

 

Peso de úteros e ovários das ratas Wistar adultas e senis 

Grupos 

 

 Peso (g) 

Útero Ovários  

8Me 23Me 8Me 23Me 

NaCl 0.594 ± 0.05 0.562 ± 0.04 0.135 ± 0.01 0.162 ± 0.02    

VSL#3 0.649 ± 0.03 0.675 ± 0.05 0.149 ± 0.01 0.203 ± 0.03   

Tabela 2. Pesos de úteros e ovários das ratas Wistar com 08 e 23 meses de idade após administração 

de NaCl ou VSL#3. As comparações entre animais de diferentes idades (8 meses vs. 23 meses) foram 

realizadas utilizando o teste t não pareado. A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de 

Shapiro-Wilk. Os resultados são expressos como média ± EPM. Abreviaturas e símbolos: NaCl = 

solução salina; VSL#3 = probiótico; Número de animais/grupo: 22. 

 
 

4.2 Ingestão alimentar e hídrica  

O consumo de ração e água em ratas adultas e senescentes após a 

administração de NaCl ou suplementação com VSL#3 (aos 8 e 23 meses de idade) 

está apresentado na Figura 5. A análise de variância (ANOVA) de duas vias para o 

consumo de ração revelou efeito principal significante da idade (Fig. 5A; F(3,32) = 

11,54; p < 0,0001), com tamanho de efeito elevado (η²ₚ = 0,520). Também foram 

observados tamanhos de efeito moderados para a semana (η²ₚ = 0,141) e para a 

interação idade × semana (η²ₚ = 0,152). A análise post hoc revelou diferenças 
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significantes entre os grupos 08Me/NaCl e 23Me/NaCl durante a primeira (p = 0,0149), 

segunda (p = 0,0361) e quarta semanas (p = 0,0302). Entretanto, não foram 

observadas diferenças significantes no consumo de água entre os grupos 

experimentais (Fig. 5B). 

 

Consumo alimentar e hídrico das ratas Wistar adultas e senis  
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Figura 5. Consumo de ração (A) e água (B) em ratas Wistar adultas (8 meses de idade) e senescentes 
(23 meses de idade) após 42 dias de administração de NaCl (   ) ou suplementação com VSL#3 (  ). Os 
dados representam o consumo médio de ração e água mensurado ao longo de quatro semanas durante 
a fase final do protocolo experimental. Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média 
(EPM). O consumo de ração e água foi mensurado em nível de gaiola, sendo a gaiola considerada a 
unidade experimental para as análises estatísticas (n = 3 gaiolas/grupo; 3 animais/gaiola). ANOVA de 
duas vias: (ε) idade. Teste post hoc de Tukey: *p = 0,004 vs. grupo 08Mo/NaCl. 
 

 

4.3 Análise morfométrica do intestinal delgado utilizando 

coloração por hematoxilina-eosina (HE).  

Com o objetivo de avaliar a integridade da mucosa intestinal nos diferentes 

segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo), foi realizada análise 

histomorfométrica comparativa entre os grupos experimentais após administração de 

NaCl  ou suplementação probiótica (Figuras 6 e 7).  
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No duodeno, a análise ANOVA de duas vias para a altura das vilosidades (Fig. 

6A) não revelou interação significante entre idade e intervenção (F(1,16) = 2,897, p = 

0,1081), embora o tamanho de efeito da interação tenha sido elevado (η²ₚ = 0,153). 

Foram observados efeitos principais da idade (F(1,16) = 419,5, p < 0,0001; η²ₚ = 0,963) 

e da intervenção (F(1,16) = 20,77, p = 0,0003; η²ₚ = 0,565). A análise post hoc de Tukey 

mostrou que as ratas do grupo 23Me/NaCl apresentaram redução da altura das 

vilosidades em comparação as ratas do grupo 8Me/NaCl (p < 0,0001). Por outro lado, 

a suplementação probiótica nas ratas senis promoveu aumento significante na altura 

das vilosidades em relação ao grupo que recebeu NaCl (p=0,0022), sugerindo 

possível efeito restaurador do probiótico. Em contrapartida, mesmo com a 

suplementação, os animais senis apresentaram menor altura de vilosidades quando 

comparados as ratas adultas submetidas à mesma intervenção (p<0,0001).  A 

profundidade das criptas no duodeno (Fig. 6B) apresentou interação significante da 

idade e intervenção (F(1,16) = 154,2, p < 0,0001), com elevados tamanhos de efeito 

para interação (η²ₚ = 0,906), idade (η²ₚ = 0,931) e intervenção (η²ₚ = 0,931). O grupo 

23Me/NaCl apresentou aumento da profundidade das criptas em relação ao grupo 

8Me/NaCl (p < 0,0001), enquanto a suplementação probiótica reduziu 

significativamente esse parâmetro nas ratas senis (p < 0,0001). Na relação 

vilosidade/cripta do duodeno (Fig. 6C), também foi observada interação significante 

(F(1,16) = 50,40, p < 0,0001), com elevados tamanhos de efeito para idade (η²ₚ = 

0,972), intervenção (η²ₚ = 0,899) e interação (η²ₚ = 0,759). As ratas senis 

apresentaram redução da relação vilosidade/cripta em comparação às adultas (p 

<0,0001). Entretanto, a suplementação com VSL#3 promoveu aumento significante 

desse índice nas ratas senis (p < 0,0001) e também nas adultas (p = 0,0167), 

sugerindo melhora da arquitetura intestinal. 

No jejuno, a altura das vilosidades (Fig. 6D) apresentou interação significante 

entre idade e intervenção (F(1,16) = 6,275, p = 0,0233), com efeito predominante da 

idade (η²ₚ = 0,945). As ratas senis apresentaram redução da altura das vilosidades 

em ambos os tratamentos (p <0,0001), enquanto a suplementação probiótica 

promoveu recuperação parcial desse parâmetro nas ratas senis em comparação ao 

grupo 23Me/NaCl (p = 0,0022). A profundidade das criptas no jejuno (Fig. 6E) também 

revelou interação significante (F(1,16) = 11,36, p = 0,0039), com elevados tamanhos de 

efeito para idade (η²ₚ = 0,767), intervenção (η²ₚ = 0,242) e interação (η²ₚ = 0,415). O 

grupo 23Me/NaCl apresentou aumento da profundidade das criptas em relação às 
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ratas adultas controle (p < 0,0001), enquanto a suplementação probiótica reduziu 

significativamente esse parâmetro nas ratas senis (p = 0,0053). A relação 

vilosidade/cripta no jejuno (Fig. 6F) apresentou interação significante dos fatores 

(F(1,16) = 10,77, p = 0,0047), com elevado tamanho de efeitos elevado para idade (η²ₚ 

= 0,886), intervenção (η²ₚ = 0,376) e interação (η²ₚ = 0,402).  Houve redução desse 

índice nas ratas senis dos grupos NaCl (p < 0,0001) e VSL#3 (p = 0,0002) em 

comparação às ratas adultas. Entretanto, a suplementação probiótica elevou 

significativamente a razão vilosidade/cripta nas ratas senis em relação ao grupo 

controle da mesma idade (p = 0,0018). 

No íleo, a altura das vilosidades (Fig. 6G) revelou interação significante da 

idade e intervenção (F(1,16) = 8,888, p = 0,0087), com elevado efeito da idade (η²ₚ = 

0,919). As ratas senis apresentaram redução da altura das vilosidades em ambos os 

tratamentos (p < 0,0001), enquanto a suplementação com VSL#3 promoveu aumento 

significante desse parâmetro em relação às ratas senis tratadas com NaCl (p = 

0,0018). A profundidade das criptas no íleo (Fig. 6H) apresentou interação significante 

(F(1,16) = 43,28, p < 0,0001), com elevados tamanhos de efeito para idade (η²ₚ = 

0,918), intervenção (η²ₚ = 0,624) e interação (η²ₚ = 0,730). As ratas senis 

apresentaram maior profundidade das criptas em comparação às adultas, 

independentemente do tratamento (p <0,0001 e p =0,0010). Contudo, a 

suplementação probiótica reduziu significativamente esse parâmetro nas ratas senis 

(p < 0,0001). Por fim, a relação vilosidade/cripta no íleo (Fig. 6I) também revelou 

interação significante da idade e intervenção (F(1,16) = 38,59, p < 0,0001), com 

tamanho de efeito extremamente grande para idade (η²ₚ = 0,971), intervenção (η²ₚ = 

0,640) e interação (η²ₚ = 0,707). As ratas senis apresentaram redução da relação 

vilosidade/cripta em comparação às adultas (p < 0,0001), enquanto a suplementação 

com VSL#3 promoveu aumento significante desse índice nas ratas senis em relação 

ao grupo NaCl (p < 0,0001), indicando melhora parcial da integridade da mucosa 

intestinal. 
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Variáveis morfométricas do intestino delgado de ratas Wistar adultas e senis 
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Figura 6. Variáveis morfométricas do intestino delgado de ratas Wistar adultas (08 meses) e senis (23 
meses) após administração de NaCl ou VSL#3. (A) Altura das vilosidades do duodeno; (B) profundidade 
das criptas do duodeno; (C) Relação Vilosidade/Cripta (V/C) do duodeno; (D) Altura das vilosidades do 
jejuno; (E) profundidade das criptas do jejuno; (F) Relação Vilosidade/Cripta (V/C) do jejuno; (G) Altura 
das vilosidades do íleo; (H) profundidade das criptas do íleo; (I) Relação Vilosidade/Cripta (V/C) do íleo. 
Os valores são apresentados como média ± (EPM). ANOVA de duas vias: (Φ) Interação (idade x 
intervenção); (ε) idade; (γ) intervenção. Teste post hoc de Tukey: * p<0,05; •• p=0.0022; •••/+++ 
p<0,0005; ++++/••••/**** p<0,0001. * vs. 08Me/NaCl; • vs. 23Me/VSL#3; + vs. 08Me/VSL#3; Número de 
animais/grupo: 5. 
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Coloração com hematoxilina e eosina (HE) no intestino delgado de ratas Wistar 

adultas e senis  

Figura 7. Cortes histológicos representativos do intestino delgado (duodeno, jejuno e íleo), corados por 
hematoxilina e eosina (HE), de ratas Wistar adultas e senescentes após administração de NaCl ou 
suplementação com VSL#3. (A) Ratas adultas (8 meses de idade) que receberam solução salina 
(NaCl). (B) Ratas senis (23 meses de idade) que receberam solução salina (NaCl). (C) Ratas adultas 
(8 meses de idade) que receberam suplementação com VSL#3. (D) Ratas senis (23 meses de idade) 
que receberam suplementação com VSL#3. Abreviações: gl: glândulas intestinais; tc: tecido conjuntivo; 
epitélio intestinal. Setas: células caliciformes. Barras de escala = 100 e 200 µm. Aumento original: 4×. 

 
 

4.4 Análise citológica dos mastócitos no mesentério intestinal  

Os mastócitos no mesentério intestinal foram analisados quantitativa e 

qualitativamente para avaliar o estado inflamatório intestinal, conforme ilustrado na 

Figura 8. A análise do número total de mastócitos, por ANOVA de duas vias, revelou 

efeito principal da idade (Fig. 8A; F (1, 20) = 54,60, p< 0,0001), com elevada magnitude 

(η²p= 0,486). A intervenção apresentou efeito pequeno (η²p= 0,054), assim como a 

interação idade x intervenção (η²p= 0,028). A análise post hoc de Tukey demonstrou 

          DUODENO                             JEJUNO                                   ÍLEO 
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redução no número de mastócitos em ratas senis em comparação com ratas adultas, 

tanto nos grupos tratados com NaCl (p = 0,0048) quanto com VSL#3 (p < 0,0001).  

 Após a quantificação dos mastócitos, foi realizada análise morfológica (Fig. 8B-

D). Nas ratas adultas (Fig. 8B; 08 meses) observou-se efeito principal da morfologia 

(F (1, 36) = 216,3, p< 0,0001), com magnitude muito elevada (η²ₚ = 0,857), enquanto a 

intervenção (η²p= 0,019) e a interação de morfologia x intervenção (η²p= 0,0065) 

apresentaram efeitos menores.  De forma semelhante, nas ratas senis (Fig. 8C; 23 

meses), a morfologia também exerceu efeito predominante (F(1,32) = 140,8, p < 

0,0001; η²ₚ= 0,815), enquanto a intervenção e a interação apresentaram efeitos de 

magnitude moderada (η²p= 0,066 para ambos). A análise post hoc revelou que, 

independentemente da intervenção, o número de mastócitos em processo de 

desgranulação foi inferior ao de mastócitos com grânulos citoplasmáticos preservados 

(p < 0,0001).   

Ao comparar especificamente os mastócitos desgranulados entre ratas  adultas 

e senis (Fig. 8D), a ANOVA de duas vias revelou efeito principal da intervenção (F (1, 

34) = 9,982, p = 0,0033), com magnitude elevada (η²ₚ= 0,227). O fator idade apresentou 

efeito de magnitude moderado (η²p= 0,067), enquanto a interação idade x intervenção 

foi pequena (η²p= 0,044). A análise post hoc de Tukey demonstrou que ratas senis 

tratadas com VSL#3 apresentaram número menor de mastócitos desgranulados em 

comparação com ratas de mesma idade que receberam NaCl (p= 0,0224). 
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Figura 8. Análise quantitativa e morfológica dos mastócitos no tecido mesentérico de ratas Wistar 
adultas (8 meses - 8Me) e senis (23 meses - 23Me) após 42 dias de administração de solução salina 
(NaCl) ou de suplementação com probiótico (VSL#3). (A) Quantidade de mastócitos no mesentério; (B) 
Morfologia dos mastócitos no mesentério de ratas adultas (8 Me); (C) Morfologia dos mastócitos no 
mesentério de ratas senis (23 Me), células granuladas (MCsG) e células desgranuladas (MCsD); (D) 
Morfologia dos mastócitos desgranulados no mesentério de ratas adultas e senis (8 Me vs. 23 Me). Os 
valores expressos nos gráficos referem-se ao número médio de células observadas em 10 campos por 
amostra. (E) As imagens registradas utilizando objetiva de 20x e 100x, após coloração com azul de 
toluidina (1%). Os valores são apresentados como média ± (EPM). ANOVA de duas vias: (ε) idade; (α) 
morfologia (MCsD vs. MCsG); (γ) intervenção. Teste post hoc de Tukey: • p<0,05; ** p<0,005; 
****++++p<0,0001. (A, D) * vs. 08Me/NaCl; + vs. 08Me/VSL#3; • vs. 23Me/NaCl;. (B) * vs. 08 
MCsG/NaCl, + vs. 08 MCsG/VSL#3. (C) * vs. 23 MCsG/NaCl, + vs. 23 MCsG/VSL#3. Número de 
animais/grupo: 10. 

 
 

4.5 Análises bioquímicas  

4.5.1 Estado redox do plasma  

Os marcadores redox plasmáticos são apresentados na Figura 9. A análise por 

ANOVA de duas vias revelou interação significante entre idade e intervenção para os 

níveis de TBARS (Fig. 9A: F (1, 36) = 43,99, p< 0,0001). Essa análise indicou efeitos 

muito elevados da idade (η²p = 0,975), da intervenção (η²p= 0,622) e da interação dos 

fatores (η²p = 0,550). A análise post hoc de Tukey demonstrou aumento significante 

dos níveis de TBARS nas ratas senis, independentemente da intervenção, em 

comparação as ratas adultas (p < 0,0001). No entanto, as ratas senis suplementadas 

com VSL#3 apresentaram redução significante em relação às ratas senis tratadas com 

NaCl (p < 0,0001), sugerindo efeito benéfico do probiótico sobre o dano lipídico 

sistêmico (p< 0,0001). A análise das proteínas caboniladas (Fig. 9B) revelou efeito 

principal da idade (F (1, 36) = 11,50, p = 0,0017) com tamanho de efeito grande (η²p = 

0,242), enquanto a interação (η²p = 0,023) e a intervenção (η²p = 0,008) apresentaram 

efeitos pequenos ou desprezíveis, indicando predominância do envelhecimento na 

oxidação proteica. A análise post hoc mostrou redução dos níveis de proteínas 

carboniladas nas ratas senis tratadas com VSL#3 em comparação às ratas adultas 

submetidas à mesma intervenção (p = 0,0021). 

A capacidade antioxidante total (TAC; Fig. 9C) evidenciou a idade como efeito 

principal (F (1, 36) = 25,28, p < 0,0001), com grande magnitude (η²p = 0,413), enquanto 

a intervenção (η²p = 0,027) e a interação (η²p = 0,002) apresentaram efeitos pequenos. 

Post test de Tukey mostrou aumento significante  da TAC nas ratas senis em 

comparação às ratas adultas, tanto nos grupos com NaCl (p= 0,0036) quanto VLS#3 

(p = 0,0089). Efeito principal da idade também foi verificado na glutationa reduzida 

(GSH) plasmática (Fig. 9D: F (1, 36) = 55,18, p< 0,0001). A ANOVA de duas vias revelou 
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grande efeito da idade (η²p= 0,605) sobre os níveis plasmáticos de GSH, além de efeito 

moderado da interação (η²p= 0,090) e efeito pequeno a moderado da intervenção (η²p= 

0,050). A análise do post test de Tukey revelou redução significativa dos níveis de 

GSH nas ratas senis, independentemente da intervenção (NaCl: p = 0,0021; VSL#3: 

p < 0,001), em comparação às ratas adultas. 

As análises das enzimas antioxidantes são apresentadas nas Figuras 9 E-G. 

Para a superóxido dismutase (SOD) plasmática (Fig. 9E), observou-se efeito 

moderado da intervenção (η²ₚ = 0,086), enquanto a idade (η²ₚ = 0,040) e a interação 

(η²ₚ = 0,006) apresentaram efeitos pequenos.  

Observou-se interação significante entre a idade e intervenção na atividade da 

catalase (CAT) plasmática (Fig. 9F: F (1, 36) = 10,82, p = 0,0023). A ANOVA de duas 

vias revelou efeito grande da interação (η²p= 0,231), sendo o efeito da idade muito 

elevado (η²p = 0,716) e da intervenção, efeito pequeno (η²p= 0,019). A análise post 

hoc de Tuley revelou menor atividade da CAT nas ratas senis em comparação com 

às adultas (NaCl: p= 0,0005; VSL#3: p< 0,0001), sendo essa redução mais acentuada 

nas ratas senis tratadas com VSL#3 (p= 0,0300).   

A atividade da glutationa peroxidase (GPx; Fig. 9G) apresentou interação 

significante (F (1, 28) = 29,94,  p< 0,0001). Esse resultado revelou efeito grande da 

interação idade × intervenção (η²p = 0,517), enquanto a idade apresentou efeito 

moderado a grande (η²p= 0,216) e a intervenção isoladamente apresentou efeito 

pequeno (η² p = 0,001). A análise post hoc de Tukey revelou atividade plasmática de 

GPx mais elevada nas ratas dos grupos senil/NaCl e adulta/VSL#3, em comparação 

ao grupo adulta/NaCl (p= 0,0023; p<0,0001, respectivamente), enquanto as ratas 

senis suplementadas com VSL#3 apresentaram menor atividade plasmática da GPx 

em relação às ratas adultas submetidas à mesma intervenção (p= 0,0043). 
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Marcadores do estado redox plasmático 
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Figura 9. Marcadores do estado redox plasmático em ratas Wistar adultas (08 meses – 08Me) e senis 
(23 meses – 23Me) após 42 dias de suplementação com solução salina (NaCl) ou probiótico (VSL#3). 
(A) Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARs; (B) Proteína Carbonilada – PC; (C) 
Capacidade antioxidante total (TAC); (D) Glutationa reduzida (GSH)  (E) Atividade da superóxido 
dismutase (SOD); (F) Atividade da catalase (CAT); (G) Atividade da glutationa peroxidase (GPx). Os 
valores são apresentados como média ± SEM. ANOVA bidirecional: (Φ) Interação (idade x intervenção); 
(ε) idade. Teste post hoc de Tukey: +• p<0,05; ****p<0,005; *** p=0,0001; ++++••••**** p<0,0001. * vs. 
08Me/NaCl; • vs. 23Me/VSL#3; + vs. 08Me/VSL#3. Número de animais/grupo: 10. 
 
 

4.5.2 Estado redox do hipocampo  

Os marcadores do estado redox no hipocampo estão apresentados na Figura 

10. A análise por ANOVA de duas vias revelou efeito principal da idade em todos os 

desfechos avaliados (Fig. 10A-G), indicando forte influência do envelhecimento sobre 

a homeostase redox no sistema nervoso central. 

Para os níveis de TBARS (Fig. 10A), observou-se efeito principal da idade (F 

(1, 20) = 61,98, p < 0,0001), com  tamanho de efeito muito elevado (η²p = 0,756), 
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enquanto a intervenção (η²p = 0,044) apresentou efeito pequeno a moderado e a 

interação foi desprezível (η²p= 0,003).  O post hoc de Tukey demonstrou aumento 

significante nas ratas senis em comparação às adultas (NaCl: p= 0,0002; VLS#3: p< 

0,0001).  A análise das PC (Fig. 10B) tambem revelou efeito principal da idade (F (1, 

20) = 86,60, p < 0,0001), com efeito muito elevado (η²p= 0,812), enquanto a intervenção 

apresentou efeito moderado (η²p= 0,085) e a interação efeito pequeno (η²p= 0,040). A 

análise post hoc indicou aumento da concentração de PC nas ratas senis em 

comparação às ratas adultas,  independentemente da intervenção (p< 0,0001).  

A TAC (Fig. 10C) evidenciou a idade como efeito principal (F (1, 10) = 596,1, p < 

0,0001), com efeito extremamente elevado da idade (η²p = 0,949). Entretanto, a 

interação apresentou efeito pequeno a moderado (η²p = 0,053) e a intervenção 

apresentou efeito pequeno sobre TAC total no hipocampo,  (η²p = 0,015). Post test de 

Tukey mostrou aumento significante (p< 0,0001) nas ratas senis. Para os níveis de 

GSH no hipocampo (Fig. 10D), observou-se efeito principal da idade  (F (1, 20) = 104,5; 

p <0,0001), com efeito muito elevado da idade (η²p = 0,839), além de efeito grande da 

interação (η²p = 0,169) e efeito pequeno da intervenção (η²p= 0,014). O post hoc de 

Tukey mostrou diferença estatisticamente significante entre ratas adultas e senis (p< 

0,0001).  

As análises das enzimas antioxidantes estão apresentadas nas Figuras 10E-G. 

Para a SOD (Fig. 10E), observou-se efeito efeito principal da idade  (F (1, 20) = 53,06,  

p < 0,0001), com tamanho de efeito muito elevado (η²p= 0,726), enquanto a interação 

apresentou efeito moderado (η²p= 0,057) e a intervenção efeito desprezível (η²p= 

0,005). As ratas senis apresentaram maior atividade da SOD em comparação às ratas 

adultas, tanto no grupo VSL#3 (p= 0,0016) quanto no grupo NaCl (p <0,0001). A 

atividade da CAT (Fig. 10F) também apresentou efeito principal da idade (F (1, 36) = 

90,89, p < 0,0001), com efeito extremamente elevado da idade (η²p= 0,959), enquanto 

a interação apresentou efeito moderado (η²p= 0,058) e a intervenção apresentou efeito 

desprezível (η²p = 0,009). A análise post hoc de Tukey revelou aumento significante 

da atividade de CAT nas ratas senis (p<0,0001). A atividade da GPx (Fig. 10G) 

apresentou efeito principal da idade (F (1, 20) = 25,44 p< 0,0001), com efeito grande 

(η²p= 0,560), enquanto a interação (η²p = 0,005) e a intervenção (η²p = 0,003) foram 

desprezíveis. A análise post hoc indicou aumento da atividade de GPx nas ratas senis 

em comparação às adultas, tanto no grupo VSL#3 (p = 0,0058) quanto no grupo NaCl 

(p = 0,0157). 
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Marcadores do estado redox do hipocampo 
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Figura 10. Marcadores do estado redox do hipocampo, analisados em ratas Wistar adultas (08 meses 
– 08Me) e senis (23 meses – 23Me) após 42 dias com solução salina (NaCl) ou suplementação com 
probiótico (VSL#3). (A) Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs); (B) Proteína Carbonilada 
– PC; (C) Capacidade antioxidante total (TAC); (D) Glutationa reduzida (GSH); (E) Atividade da 
superóxido dismutase (SOD); (F) Atividade da catalase (CAT); (G) Atividade da glutationa peroxidase 
(GPx).  Os valores são apresentados como média ± EPM. ANOVA duas vias: (ε) idade. Teste post hoc 
de Tukey: *p<0,05; ****p<0,005; ***p=0,0001; ++++*****p<0,0001. * vs. 08Me/NaCl; • vs. 23Me/VSL#3; 
+ vs. 08Me/VSL#3. Número de animais/grupo: 6.  
 

4.6 Análise comportamental  

4.6.1 Labirinto em Cruz Elevado   

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado para avaliar o 

comportamento de ansiedade dos animais, bem como investigar o potencial efeito 

ansiolítico das intervenções. A análise temporal está apresentada na Figura 11.  
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A análise do tempo nos braços abertos do aparato revelou efeito principal da 

intervenção (Fig. 11A: F (1, 36) = 32,42; p< 0,0001). A ANOVA de duas vias (idade × 

intervenção) indicou que a intervenção exerceu efeito de grande magnitude sobre o 

desfecho (η²p = 0,474), enquanto a interação apresentou efeito moderado (η²p = 0,070) 

e a idade isoladamente apresentou efeito pequeno (η²p = 0,036). A análise post hoc 

de Tukey demonstrou que as ratas adultas e senis suplementadas com o probiótico 

VSL#3 permaneceram mais tempo nos braços abertos (p = 0,0366 e p < 0,0001, 

respectivamente). Esses resultados indicam a intervenção como principal fator 

associado às alterações observadas, com contribuição adicional da interação dos 

fatores.   

A análise do tempo de permanência nos braços fechados revelou interação 

significante (Fig. 11B: F (1, 36) = 5,689; p = 0,0225), com efeito moderado (η²p= 0,136). 

A intervenção também apresentou efeito moderado (η²p= 0,091), enquanto a idade 

apresentou efeito desprezível (η²p= 0,003). O teste post hoc de Tukey revelou que as 

ratas adultas que receberam a suplementação com probiótico apresentaram redução 

significante no tempo de permanência nos braços fechados em comparação com o 

grupo que recebeu NaCl (p= 0,0225), efeito não observado nas ratas senis.  

Os dados da frequência de entrada nos braços abertos evidenciaram efeito 

significante da intervenção (Fig. 11C: F (1, 36) = 19,42; p <0,0001), com grande 

magnitude (η²p= 0,350). O fator idade apresentou efeito pequeno (η²p= 0,020), 

enquanto a interação da idade x intervenção foi desprezível (η²p= 0,0004), indicando 

ausência de modulação relevante da resposta pela idade. A análise post hoc de Tukey 

demonstrou que as ratas adultas e senis tratadas com VSL#3 apresentaram maior 

frequência de entrada no centro em comparação com os respectivos grupos que 

receberam NaCl (p =0,0146 e p =0,0221, respectivamente).  
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Figura 11. Análise temporal do teste do labirinto em cruz elevado, realizado em ratas Wistar adultas 

(08 meses) e senis (23 meses) após 42 dias de suplementação com solução salina (NaCl) ou probiótico 

(VSL#3). (A) Tempo nos braços abertos; (B) Tempo nos braços fechados; (C) Entrada nos braços 

abertos. Os valores são apresentados como média ± EPM. ANOVA de duas vias: (Φ) Interação idade 

+ intervenção; (γ) intervenção. Teste post hoc de Tukey: A:* p= 0,0336; •••• p<0,0001; B: * p=0,0225; 

C: * p= 0,0146; • p=0,0221. * vs. 08Me/NaCl; • vs. 23Me/NaCl. 

Análise etológica do teste de labirinto em cruz elevado  

As análises etológicas do teste de LCE (Fig.12) reveloram efeito principal da 

intervenção no comportamento de elevação vertical (Fig. 12A: F (1, 36) = 12,78, p = 

0,0010). A ANOVA de duas vias indicou que a intervenção apresentou efeito de 

grande magnitude (η²p = 0,262), enquanto a interação idade x intervenção apresentou 

efeito muito pequeno (η²p= 0,005) e a idade isoladamente apresentou efeito 

desprezível (η²p= 0,0005). A análise do teste de múltiplas comparações de Tukey 

evidenciou aumento significante desse comportamento em ratas adultas tratadas com 

VSL#3 em comparação com as da mesma idade tratadas com NaCl (p= 0,0353). 

A análise do comportameno de auto-limpeza revelou efeito principal da idade 

(Fig. 12B: F (1, 36) = 13,68, p= 0,0007) com grande magnitude (η²p = 0,275). Em 

contrapartida, a interação idade x intervenção apresentou efeito muito pequeno (η²p = 

0,005), enquanto a intervenção isoladamente apresentou efeito desprezível (η²p = 

0,0004). A análise post hoc de Tukey revelou diferença significante nas ratas senis 

que receberam solução de NaCl, apresentando maior frequência do comportamento 

de auto-limpeza em comparação com os animais adultos tratados com NaCl (p= 

0,0293).  

No comportamento de imersão da cabeça, não foi observada interação 

significante entre idade e intervenção (Fig. 12C: F (1, 36) = 0,8956, p = 0,3503). No 

entanto, ambos os fatores apresentaram efeitos principais significantes, tanto para a 

idade (F (1, 36) = 4,149; p = 0,0491) quanto para a intervenção (F (1, 36) = 4,546; p= 
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0,0399). Os dados mostraram que a idade (η²p = 0,103) e a intervenção (η²p = 0,112) 

apresentaram efeitos de magnitude moderada, enquanto interação apresentou efeito 

pequeno (η²p = 0,024).  
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Figura 12. Análise etológica do teste de labirinto em cruz elevado, realizada em ratas Wistar adultas (8 

meses de idade – 08Me) e senis (23 meses de idade – 23Me) após 42 dias de suplementação com 

solução salina (NaCl) ou probiótico (VSL#3). (A) Exploração vertical; (B) Auto-limpeza; (C) Imersão da 

cabeça. Os valores são apresentados como média ± EPM. ANOVA de duas vias: (γ) intervenção; (ε) 

idade. Teste post hoc de Tukey:  A: *p = 0,0353;  B: *p = 0,0293 vs. 08Me/NaCl.   

 

4.6.2 Campo aberto  

 A análise temporal da atividade locomotora no campo aberto está apresentada 

na Figura 13. A ANOVA de duas vias revelou interação significante entre a idade e a 

intervenção para o tempo de permanência na periferia (Fig. 13A: F (1, 36) = 17,65, p = 

0,0002). A análise revelou grande efeito da intervenção (η²ₚ= 0,439), da idade (η²ₚ= 

0,356) e da interação dos fatores (η²ₚ= 0,329), indicando que a variabilidade observada 

foi fortemente influenciada tanto pelos efeitos principais quanto pela interação. A 

análise post hoc de Tukey demonstrou que as ratas senis apresentaram menor tempo 

nos quadrantes periféricos em comparação com as ratas de 8 meses suplementadas 

com probiótico (p < 0,0001), evidenciando efeito dependente da interação idade x 

intervenção.  

Para o tempo de permanência no centro do aparato, também foi observada 

interação significante entre os fatores (Fig. 13B; F(1,36) = 6,356, p = 0,0163). Os 

tamanhos de efeito indicaram maior contribuição da intervenção (η²ₚ = 0,320) e da 

interação (η²ₚ= 0,150), enquanto o efeito da idade foi pequeno (η²ₚ = 0,030). O teste 

post hoc de Tukey revelou que as ratas de 23 meses suplementadas com VSL#3 

permaneceram tempo maior nos quadrantes centrais em comparação com as ratas 

da mesma idade que receberam NaCl (p = 0,0002). 
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Além disso, a análise da frequência de entradas na região central do aparato 

revelou o efeito principal significante da intervenção (Fig. 13C: F (1, 36) = 12,53,   p= 

0,0011).  O tamanho do efeito foi elevado para a intervenção (η²ₚ = 0,258), enquanto 

os efeitos da interação (η²ₚ = 0,022) e da idade (η²ₚ = 0,003) foram pequenos ou 

desprezíveis. A análise post hoc de Tukey demonstrou que as ratas senis 

suplementadas apresentaram maior frequência de entradas na região central em 

comparação com o grupo que recebeu NaCl da mesma idade (p= 0,0167).   

Análise temporal do teste de campo aberto   
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Figura 13. Análise temporal do teste do campo aberto, realizado em ratas Wistar adultas (08 meses – 

08Me) e senis (23 meses – 23Me) após 42 dias de suplementação com solução salina (NaCl) ou 

probiótico (VSL#3).  (A) Duração na periferia; (B) Duração no centro; (C) Frequência de entrada no 

centro. Os valores são apresentados como média ± EPM. ANOVA de duas vias: (Φ) Interação idade + 

intervenção; (γ) intervenção. Teste post hoc de Tukey:  ++++•••• p <0,0001; ••• p =0,0002; • p =0,0167; 

+ vs. 08Me/VSL#3; •vs. 23Me/NaCl.   

 

A análise etológica do comportamento de exploração vertical (Fig. 14A) revelou 

efeito significante da interação idade x intervenção (F (1, 36) = 19,34, p < 0,0001) com 

grande magnitude (η²p= 0,349). Entretanto, a idade apresentou efeito pequeno a 

moderado (η²p= 0,053) e a intervenção apresentou efeito desprezível (η²p= 0,003). A 

análise post hoc de Tukey mostrou redução do comportamento de exploração vertical 

em ratas adultas suplementadas com VSL#3 (p= 0,0310), enquanto ratas senis 

submetidas à mesma intervenção apresentaram aumento desse comportamento (p= 

0,0106). Adicionalmente, ratas senis que receberam NaCl apresentaram menor 

exploração vertical em comparação com às ratas adultas submetidas ao mesmo 

tratamento (p= 0,0012).  

A análise do comportamento de auto-limpeza revelou efeito principal da idade 

(Fig. 14B: F (1, 36) = 26,67, p= 0,0001), com grande magnitude (η²p= 0,426).  A 

intervenção apresentou efeito pequeno a moderado (η²p= 0,052), enquanto a interação 
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idade x intervenção foi desprezível (η²p= 0,001). As ratas senis, independentemente 

da suplementação probiótica, apresentaram maior frequência desse comportamento 

em comparação às ratas adultas tratadas com VSL#3 (p= 0,0032) e com solução de 

NaCl (p= 0,0059). 
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Figura 14. Análise etológica do teste do campo aberto, realizada em ratas Wistar adultas (08 meses – 

08Me) e senis (23 meses – 23Me) após 42 dias de suplementação com solução salina (NaCl) ou 

probiótico (VSL#3). (A) Exploração vertical; (B) Auto-Limpeza. Os valores são apresentados como 

média ± EPM. ANOVA de duas vias: (Φ) Interação idade x intervenção; (ε) idade. Teste post hoc de 

Tukey:  * p=0,0310; ** p<0,005; ++ p=0,0059; • p=0,0106. * vs. 08Me/NaCl • vs. 23Me/NaCl; + vs. 

08Me/VSL#3. 

 

4.6.3 Teste de reconhecimento de objetos  

O tempo total de exploração dos objetos durante a sessão de treino está 

apresentado na Figura 15A, enquanto os indíces de reconhecimento nos Testes 1 e 2 

estão apresentados nas Figuras 15B e 15C, respetivamente.  

Na sessão de treino (Fig. 15A), foram observados efeitos principais da idade 

(F(1,36) = 16,03, p = 0,0003) e da intervenção (F(1,36) = 13,40, p = 0,0008), ambos 

com elevada magnitude (η²ₚ = 0,308 e η²ₚ = 0,271, respectivamente), enquanto a 

interação apresentou efeito menor (η²ₚ = 0,004). A análise post hoc indicou que ratas 

senis suplementadas (23Me/VSL#3) apresentaram maior tempo de exploração em 

comparação com as ratas da mesma idade que receberam NaCl (p = 0,0333). Além 

disso, ratas senis tratadas com NaCl exploraram os objetos por tempo menor do que 

ratas adultas sob o mesmo tratamento (p = 0,0184). 

No Teste 1 (Fig. 15B), a ANOVA de duas vias revelou efeito principal da idade 

(F (1, 36) = 317,6, p< 0,0001) e da intervenção (F (1, 36) = 4,636, p = 0,0381). Os dados 
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analisados revelaram que o fator idade exerceu efeito predominante (η²ₚ= 0,898), 

enquanto a intervenção apresentou efeito moderado (η²p= 0,114). A interação 

manteve efeito pequeno (η²p = 0,080), sem significância estatística. O teste post hoc 

de Tukey mostrou que ratas adultas tratadas com VSL#3 apresentaram maior tempo 

de exploração do objeto em comparação com o grupo da mesma idade tratado com 

NaCl (p= 0,0419). No entanto, os ratas senis apresentaram menor tempo de 

exploração em relação aos grupos de ratas adultas, independentemente da 

intervenção (p< 0,0001).  

No Teste 2 (Fig. 15C), a ANOVA de duas vias revelou efeitos principais da idade 

(F (1, 36) = 117,1, p< 0,0001) e da intervenção (F (1, 36) = 9,936, p = 0,0033). Observou-

se que o fator idade exerceu efeito de magnitude elevada (η²p = 0,765), enquanto a 

intervenção contribuiu de forma relevante (η²p = 0,216). Em contrapartida, a interação 

da idade x intervenção apresentou efeito muito pequeno (η²p = 0,003), indicando 

ausência de modulação relevante entre os fatores. Esses resultados sugerem que as 

alterações observadas são predominantemente explicadas pela idade, com 

contribuição adicional da intervenção, sem evidência de efeito interativo. O teste pos 

hoc mostrou redução significante na exploração do objeto por ratas senis (VSL#3 e 

NaCl) em comparação com ratas adultas (p < 0,001 e p < 0,0001, respetivamente). 
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Figura 15. Análise do reconhecimento de objetos, realizada em ratas Wistar adultas (08 meses – 08Me) 

e senis (23 meses – 23Me) após 42 dias de suplementação com solução salina (NaCl) ou probiótico 

(VSL#3). (A) Tempo total de exploração do treino (B) Teste 1; (C) Teste 2. Os valores são apresentados 

como média ± EPM. ANOVA duas vias: (γ) intervenção; (ε) idade. Teste post hoc de Tukey:  * p= 0,05; 

++++ p<0,0001; • p=0,0333. * vs. 08Me/NaCl; • vs. 23Me/VSL#3; + vs. 08Me/VSL#3. 

 

4.6.4 Teste de deambulação   

O teste de pegada foi realizado para avaliar parâmetros funcionais locomotores, 
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considerando que o desempenho motor reflete a integração dos sistemas neural, 

muscular e esquelético e diminui progressivamente com o envelhecimento. Foram 

analisadas a largura da passada, o comprimento da passada e o tempo total para 

atravessar o aparato (Fig. 16).  

Os resultados dos parâmetros da largura da passada (Fig. 16A) revelaram 

interação significante entre idade e intervenção (F (1, 36) = 5,823, p = 0,0210). Os 

tamanhos de efeito indicaram contribuição da interação (η²ₚ = 0,139) e da idade (η²ₚ 

= 0,079), enquanto a intervenção apresentou efeito desprezível(η²ₚ = 0,001). A análise 

post hoc revelou aumento na largura da passada no grupo de ratas senis/NaCl, em 

comparação com as ratas adultas/NaCl (p= 0,0273).    

Para o comprimento da passada (Fig. 16B), a ANOVA de duas vias, revelou  

efeito principal da intervenção (F (1, 36) = 24,01, pb<0,0001), com   grande magnitude 

(η²ₚ = 0,400).  Os efeitos da idade (η²ₚ = 0,030) e da interação (η²ₚ = 0,001) foram  

pequenos ou desprezíveis, indicando predominância da intervenção na variabilidade 

do desfecho.  O teste post hoc mostrou aumento do comprimento da passada nos 

grupos tratados com VSL#3 em comparação aos respectivos grupos que receberam 

NaCl da mesma idade (adultas: p = 0,0051; senis: p = 0,0102).  

 Na análise do tempo total de caminhada para percorrer o aparato (Fig. 16C), 

observou-se efeito principal da intervenção (F (1, 36) = 14,99, p = 0,0004). O tamanho 

de efeito foi elevado para a intervenção (η²ₚ= 0,294), moderado para idade (η²ₚ= 

0,101) e negligenciável para a interação (η²ₚ= 0,003), sinalizando que o tempo total 

para percorrer o aparato está relacionado a intervenção, com contribuição secundária 

da idade. A análise post hoc revelou redução do tempo de travessia das ratas senis 

que receberam o probiótico em relação aos animais da mesma idade que receberam 

solução salina (p= 0,0272). 
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Figura 16. Teste de deambulação realizado em ratas Wistar adultas (08 meses – 08Me) e senis (23 

meses – 23Me) após 42 dias da administração de solução salina (NaCl) ou suplementação do probiótico 

(VSL#3). (A) Largura da passada; (B) Comprimento da passada; (C) Tempo total do teste de 

deambulação. Os valores são apresentados como média ± EPM. ANOVA bidirecional: (Φ) Interação 

idade + intervenção; (γ) intervenção; Teste post hoc de Tukey: * p= 0,0273; ** p =0,0051; • p<0,050. * 

vs.8Me/NaCl; • vs. 23Me/NaCl. 

 

5 DISCUSSÃO 

Este estudo investigou os efeitos da suplementação com probióticos sobre 

sistemas fisiológicos em ratas adultas e em ratas durante a periestropausa. Os 

resultados demonstram que a suplementação probiótica exerceu efeitos que variaram 

de acordo com a condição fisiológica associada ao envelhecimento reprodutivo, 

atuando predominantemente sobre vias fisiológicas periféricas. A suplementação com 

VSL#3 promoveu melhora consistente da integridade da mucosa intestinal em 

diferentes segmentos do intestino delgado e reduziu a degranulação de mastócitos no 

mesentério. Esses efeitos foram acompanhados por atenuação do estresse oxidativo 

sistêmico, particularmente em ratas senis. Além disso, essas adaptações periféricas 

coincidiram com a redução do comportamento do tipo ansioso e com a melhora do 

desempenho locomotor, sugerindo possível relevância funcional das alterações 

fisiológicas observadas. Em contraste, a suplementação probiótica não melhorou 

significativamente a memória de reconhecimento de objetos novos nem modificou o 

estado redox do hipocampo, indicando dissociação entre as respostas periféricas e 

centrais. Em conjunto, esses achados sugerem que os efeitos benéficos do VSL#3 

podem envolver interações do intestino e o sistema imunológico, bem como a 

modulação do estado redox periférico, o que pode contribuir para a redução do 

comportamento do tipo ansioso e para a melhora do desempenho locomotor, embora 

exerça efeitos limitados sobre o equilíbrio oxidativo hipocampal e a função cognitiva. 

A predominância do diestro em ratas senis reflete alterações neuroendócrinas 

e ovarianas progressivas, incluindo comprometimento da ovulação, depleção da 

reserva folicular e redução da responsividade ovariana às gonadotrofinas, resultando, 

em última análise, em irregularidade do ciclo estral e diminuição da produção de 

hormônios ovarianos (LEFEVRE; MCCLINTOCK, 1988; LIU et al., 2025). Em 

concordância com essas observações, estudos anteriores do nosso grupo de 

pesquisa demonstraram concentrações plasmáticas de estradiol marcadamente 

reduzidas (0,032 ng/mL) em ratas de 21 meses durante a periestropausa (NICOLA et 

al., 2021; STRINGHETTA-GARCIA et al., 2017; ESPERANÇA et al., 2024). 
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corroborando a presença de alterações endócrinas características da transição 

reprodutiva. Considerando que o declínio dos níveis de estrogênio constitui um dos 

principais fatores responsáveis pelas alterações neurobiológicas, metabólicas e 

imunológicas associadas ao envelhecimento reprodutivo, as irregularidades do ciclo 

estral observadas no presente estudo reforçam a relevância translacional deste 

modelo experimental para a investigação das alterações fisiológicas associadas à 

transição da periestropausa. 

As modificações sistêmicas associadas à inflamação crônica de baixo grau e à 

disfunção do eixo intestino-cérebro podem estar correlacionadas ao processo de 

envelhecimento reprodutivo (MCCARTHY; RAVAL, 2020; YU et al., 2025; NIETO et 

al., 2025; BUFORD, 2017). Nesse contexto, a análise histomorfométrica do intestino 

delgado de ratas senis demonstrou alterações estruturais significativas na mucosa 

intestinal, caracterizadas pela redução da altura das vilosidades, aumento da 

profundidade das criptas e diminuição da relação vilosidade/cripta no duodeno, jejuno 

e íleo (Figs. 4 e 5). Do ponto de vista mecanístico, essas alterações podem estar 

relacionadas ao comprometimento da atividade das células-tronco intestinais, 

decorrente da desregulação de vias de sinalização envolvidas na renovação epitelial, 

como a via Wnt/β-catenina, além do aumento do estresse oxidativo (GEHART; 

CLEVERS, 2019; CUI et al., 2012).  Consequentemente, a redução da capacidade 

regenerativa da mucosa pode aumentar a suscetibilidade a lesões epiteliais, 

comprometer a absorção de nutrientes e favorecer alterações na composição da 

microbiota intestinal (ZHANG et al., 2023) O aumento da profundidade das criptas 

observado nas ratas senis pode refletir resposta hiperproliferativa compensatória 

associada à inflamação crônica de baixo grau e ao aumento da renovação epitelial, 

ambos reconhecidos como características do envelhecimento intestinal 

(NALAPAREDDY et al., 2022). Dessa forma, a redução da relação vilosidade/cripta 

observada nesses animais representa importante indicador do comprometimento da 

integridade da mucosa e da função absortiva. Além de impactar a absorção de 

nutrientes, essas alterações estruturais podem comprometer a função da barreira 

intestinal, facilitando a translocação de produtos microbianos e contribuindo para a 

manutenção da inflamação sistêmica. Notavelmente, a suplementação com VSL#3 

atenuou parcialmente essas alterações, promovendo aumento da altura das 

vilosidades, redução da profundidade das criptas e melhora da relação 

vilosidade/cripta, sugerindo efeito protetor sobre a arquitetura intestinal. Esses 
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achados são consistentes com evidências anteriores que demonstram que os 

probióticos podem promover a homeostase epitelial por meio da modulação da 

microbiota intestinal, da atenuação dos processos inflamatórios e do fortalecimento da 

função de barreira (HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013; AZAD et al., 2018). 

Dessa forma, essas alterações intestinais podem favorecer a disfunção da 

barreira intestinal e contribuir para o estabelecimento de ambiente pró-inflamatório 

frequentemente observado durante o envelhecimento. A redução do número total de 

mastócitos mesentéricos em ratas senis (Fig. 6A) é consistente com o remodelamento 

do sistema imunológico relacionado à idade e com a imunossenescência. Embora os 

mastócitos íntegros tenham predominado em ambos os grupos (Fig. 6B e C), a 

suplementação com VSL#3 reduziu significativamente a proporção de mastócitos 

degranulados nas ratas senis (Fig. 6D), sugerindo efeito imunomodulador do 

probiótico. Os mastócitos são reguladores essenciais da homeostase imunológica 

intestinal, e sua degranulação tem sido associada à disfunção linfática, ao 

recrutamento alterado de células imunológicas e à manutenção de processos 

inflamatórios crônicos durante o envelhecimento (CHATTERJEE; GASHEV, 2012; 

EKMEKCIU et al., 2017). Além disso, a ativação dos mastócitos promove a liberação 

de mediadores pró-inflamatórios e de espécies reativas de oxigênio, contribuindo para 

o desequilíbrio oxidativo sistêmico. Portanto, a menor proporção de mastócitos 

degranulados observada nas ratas senis suplementadas com VSL#3 sugere ambiente 

intestinal menos inflamatório, o que ocorreu concomitantemente à atenuação do 

estresse oxidativo sistêmico e a outros efeitos periféricos observados no presente 

estudo. 

Nossos dados demonstraram alterações marcantes na homeostase redox, 

caracterizadas pelo aumento da peroxidação lipídica e pelo comprometimento de 

importantes mecanismos de defesa antioxidante em ratas senis. Os níveis elevados 

de TBARS plasmático observados nas ratas senis indicam aumento do dano oxidativo 

associado ao envelhecimento, enquanto sua redução após a suplementação com 

VSL#3 sugere atenuação do ambiente pró-oxidante característico dessa fase. Embora 

os níveis de proteínas carboniladas não tenham apresentado alterações significativas, 

esse achado pode refletir a dinâmica de renovação das proteínas oxidadas e a 

sensibilidade limitada desse biomarcador em condições fisiológicas complexas, como 

a transição da periestropausa (KEHM et al., 2021). Além disso, apesar do aumento da 

capacidade antioxidante total observado nas ratas senis, a redução concomitante dos 
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níveis de GSH e das atividades da catalase (CAT) e da glutationa peroxidase (GPx) 

indica que as respostas antioxidantes compensatórias foram insuficientes para manter 

o equilíbrio redox. Em conjunto, esses achados sugerem que o envelhecimento 

reprodutivo promoveu estado pró-oxidante sustentado, resultante tanto do aumento 

da geração de espécies reativas quanto do comprometimento progressivo das 

defesas antioxidantes endógenas. Nesse contexto, o VSL#3 exerceu efeito protetor 

parcial ao reduzir o dano oxidativo sistêmico, embora sem restaurar completamente a 

funcionalidade do sistema antioxidante. 

Em contraste com os efeitos periféricos observados, a suplementação com 

VSL#3 não modificou significativamente os parâmetros redox no hipocampo. As ratas 

senis apresentaram aumento da peroxidação lipídica e da oxidação de proteínas no 

hipocampo, acompanhado por elevação da capacidade antioxidante total, dos níveis 

de GSH e das atividades das enzimas antioxidantes, sugerindo a ativação de 

mecanismos antioxidantes compensatórios em resposta ao aumento do estresse 

oxidativo. No entanto, a persistência do dano oxidativo, apesar da intensificação das 

defesas antioxidantes, indica que essas respostas adaptativas foram insuficientes 

para restaurar a homeostase redox. A dissociação entre os efeitos sistêmicos 

benéficos do VSL#3 e a ausência de alterações significativas no hipocampo sugere 

que as vias periféricas permanecem responsivas à intervenção probiótica durante a 

fase de transição reprodutiva, enquanto os mecanismos centrais responsáveis pela 

regulação da homeostase oxidativa podem ser comparativamente menos 

responsivos. Diversos mecanismos associados ao envelhecimento cerebral, incluindo 

a disfunção da barreira hematoencefálica, a neuroinflamação crônica, o 

comprometimento mitocondrial e a redução da disponibilidade de estrogênio, têm sido 

implicados na manutenção do desequilíbrio oxidativo no hipocampo durante o 

envelhecimento (DEVRAJ et al., 2025; CUI; SHEN; LI, 2013; BRINTON, 2008). 

Consequentemente, esses mecanismos podem limitar o impacto das vias regulatórias 

periféricas sobre o estado redox hipocampal, mesmo na presença de melhorias no 

equilíbrio oxidativo sistêmico. 

As avaliações comportamentais revelaram desempenho exploratório alterado 

durante a fase de treinamento e prejuízo na memória de reconhecimento durante os 

Testes 1 e 2 nas ratas senis (Fig. 13). Essa análise baseia-se na propensão natural 

dos roedores de explorar objetos novos por mais tempo do que objetos familiares 

quando ambos são apresentados simultaneamente durante o teste. Considerando o 
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ação central do hipocampo nos processos de aprendizagem e consolidação da 

memória, esses achados podem estar associados ao desequilíbrio redox observado 

nessa estrutura. O aumento da peroxidação lipídica e da oxidação de proteínas indica 

um ambiente celular desfavorável à manutenção da integridade neuronal e da 

plasticidade sináptica, processos essenciais para a formação e o armazenamento da 

memória (AYALA; MUÑOZ; ARGÜELLES, 2014; MALENKA; BEAR, 2004; 

BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019). Além disso, o estresse oxidativo persistente 

pode comprometer a função mitocondrial, reduzindo a disponibilidade de energia 

necessária para a neurotransmissão e para mecanismos dependentes de 

plasticidade, como a LTP (MATTSON; GLEICHMANN; CHENG, 2008). Assim, a 

interação do dano oxidativo, a disfunção mitocondrial e o comprometimento da 

plasticidade sináptica pode representar mecanismo central subjacente ao declínio 

cognitivo durante o envelhecimento reprodutivo (LEJRI; GRIMM; ECKERT, 2018). 

Os efeitos do VSL#3 sobre a função cognitiva parecem depender das 

condições fisiológicas e experimentais. Embora a suplementação com probióticos 

tenha sido associada à melhora do desempenho cognitivo e ao aumento da expressão 

de fatores relacionados à plasticidade sináptica em alguns estudos (DISTRUTTI et al., 

2014), efeitos limitados ou ausentes também foram relatados em modelos de 

envelhecimento avançado ou de neurodegeneração (BEILHARZ et al., 2018; KAUR 

et al., 2020). No presente estudo, o VSL#3 não promoveu melhora na memória de 

reconhecimento, apesar de seus efeitos benéficos sobre parâmetros periféricos, 

corroborando a hipótese de que a modulação sistêmica, por si só, foi insuficiente para 

reverter as alterações hipocampais já estabelecidas. Essa menor responsividade pode 

estar relacionada a processos neuroinflamatórios associados ao envelhecimento, à 

disfunção mitocondrial e à redução da disponibilidade de estrogênio, fatores que 

podem comprometer a plasticidade sináptica e limitar a eficácia de intervenções 

dependentes do BDNF e de vias relacionadas à LTP (FLANNERY et al., 2025). 

Entretanto, o melhor desempenho na fase de aquisição observado nas ratas senis 

sugere possível influência do VSL#3 sobre os processos atencionais ou motivacionais 

envolvidos na codificação das informações, indicando que o probiótico pode facilitar 

as etapas iniciais do processamento da informação, embora exerça efeitos limitados 

sobre a consolidação da memória dependente do hipocampo. 

Os achados comportamentais indicam que a suplementação com VSL#3 

induziu fenótipo compatível com efeito do tipo ansiolítico. Nas ratas adultas, o aumento 



67 
 

do tempo de permanência nos braços abertos do teste do labirinto em cruz elevado 

(Fig. 9) foi acompanhado por redução do tempo nos braços fechados e aumento dos 

comportamentos exploratórios. A análise etológica reforça esse perfil, uma vez que 

comportamentos como o levantar-se sobre as patas traseiras e a imersão da cabeça 

são considerados indicadores de avaliação de risco e processamento emocional 

(HEINZ et al., 2021). Nas ratas senis, a suplementação aumentou tanto o tempo de 

permanência quanto a frequência de entradas nos braços abertos, sugerindo redução 

seletiva da inibição comportamental relacionada à percepção de risco. Embora esses 

efeitos tenham sido parciais, sua magnitude indica influência consistente sobre 

sistemas neurocomportamentais envolvidos no processamento emocional. Os efeitos 

do tipo ansiolítico observados após a suplementação com VSL#3 ocorreram 

concomitantemente à redução da degranulação de mastócitos identificada nas ratas 

senis. Embora relação mecanicista direta não tenha sido avaliada no presente estudo, 

mediadores inflamatórios derivados dos mastócitos têm sido implicados nas vias de 

comunicação entre o intestino e o cérebro, bem como em circuitos neurais envolvidos 

na regulação emocional (ZHOU et al., 2025; WARREN et al., 2024). Portanto, a 

modulação da atividade imunológica intestinal observada após a suplementação 

probiótica pode representar um dos diversos fatores periféricos potencialmente 

associados aos efeitos comportamentais detectados no teste do labirinto em cruz 

elevado. 

A dissociação entre a melhora do comportamento do tipo ansioso e a ausência 

de melhora cognitiva sugere que os diferentes domínios comportamentais afetados 

pelo VSL#3 podem apresentar respostas distintas à suplementação probiótica durante 

o envelhecimento reprodutivo. Enquanto foram observadas melhorias nos parâmetros 

relacionados à ansiedade, a memória de reconhecimento permaneceu comprometida 

e não foram detectadas modificações significativas nos parâmetros redox do 

hipocampo. Esses achados indicam que as adaptações periféricas promovidas pelo 

VSL#3 não foram acompanhadas por melhorias mensuráveis em desfechos 

associados ao hipocampo, reforçando a distinção entre as respostas comportamentais 

e fisiológicas observadas no presente estudo. 

Além de seus efeitos sobre o comportamento emocional, a suplementação com 

VSL#3 melhorou o desempenho locomotor, evidenciado pelo aumento do 

comprimento da passada e pela redução do tempo de travessia, particularmente nas 

ratas senis (Fig. 14). Esses efeitos podem estar parcialmente associados à redução 
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da ansiedade, uma vez que estados elevados de ansiedade estão relacionados a 

padrões motores mais rígidos e menos eficientes (ARSLANOVA et al., 2021). Além 

disso, a atenuação da ativação de mastócitos e do estresse oxidativo sistêmico sugere 

o estabelecimento de ambiente fisiológico mais favorável para a função motora. 

Evidências recentes sustentam a existência de eixo intestino-músculo, por meio do 

qual mecanismos associados ao intestino podem influenciar o metabolismo do 

músculo esquelético e o desempenho físico. Em idosos com fragilidade leve, a 

suplementação com Lactobacillus plantarum TWK10 foi associada à melhora da força 

muscular e do desempenho funcional (LEE et al., 2021). Embora os mecanismos 

responsáveis pela melhora do desempenho locomotor não tenham sido investigados 

diretamente, estudos anteriores sugerem que metabólitos derivados da microbiota e 

vias associadas ao intestino podem influenciar a função do músculo esquelético e o 

desempenho físico (XU; HE, 2025; TICINESI et al., 2019). Portanto, os presentes 

achados levantam a possibilidade de que as adaptações fisiológicas periféricas 

induzidas pelo VSL#3 tenham contribuído para a melhora do desempenho locomotor 

observada nas ratas senis, hipótese que merece ser investigada em estudos futuros. 

Nosso estudo apresenta algumas limitações que devem ser consideradas na 

interpretação dos resultados. Primeiramente, a ausência da caracterização da 

microbiota intestinal impede a identificação de alterações taxonômicas associadas à 

suplementação com VSL#3 e limita a interpretação dos mecanismos mediados pela 

microbiota. Em segundo lugar, não foram avaliados metabólitos microbianos 

potencialmente envolvidos nas vias de comunicação entre o intestino e o cérebro e 

entre o intestino e o músculo, como os AGCC. Além disso, não foi realizado o perfil 

hormonal, impossibilitando avaliação mais abrangente das interações do 

envelhecimento reprodutivo, o estado endócrino e os efeitos do probiótico. Por fim, 

citocinas inflamatórias, fatores neurotróficos e marcadores de neuroinflamação não 

foram analisados, limitando a compreensão mecanicista da aparente dissociação 

entre as respostas sistêmicas e hipocampais à suplementação com VSL#3. Estudos 

futuros que integrem a caracterização da microbiota, o perfil hormonal e 

metabolômico, bem como análises moleculares, serão importantes para esclarecer as 

vias pelas quais o VSL#3 influencia os desfechos fisiológicos e comportamentais 

durante o envelhecimento reprodutivo. 
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6 CONCLUSÃO 

Os resultados demonstraram que a suplementação com VSL#3 exerceu efeitos 

que variaram de acordo com a condição fisiológica associada ao envelhecimento 

reprodutivo, influenciando predominantemente vias fisiológicas periféricas. Em ratas 

no período da senescência reprodutiva, o tratamento com o probiótico reduziu a 

degranulação de mastócitos e o estresse oxidativo sistêmico; esses efeitos foram 

acompanhados pela redução do comportamento do tipo ansioso e pela melhora do 

desempenho locomotor. Em contraste, o VSL#3 não modificou significativamente o 

estado redox hipocampal nem restaurou a memória de reconhecimento, indicando 

dissociação entre as respostas periféricas e centrais à suplementação. Esses achados 

sugerem que a intervenção com probióticos pode promover adaptações benéficas 

associadas às interações do intestino e o sistema imunológico, bem como à 

modulação do estado redox periférico durante o processo de envelhecimento 

reprodutivo, embora exerça efeitos limitados sobre a função cognitiva dependente do 

hipocampo. Em conjunto, os resultados reforçam o potencial do VSL#3 como 

estratégia para atenuar alterações fisiológicas e comportamentais específicas 

associadas ao envelhecimento reprodutivo feminino. 
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