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RESUMO

O aumento de doengas cronicas tem se mostrado significativo entre a populagdo mundial, e
dentre alternativas de tratamentos para essas doencas, encontra-se farmacos e ndo-farmacos.
As ferramentas ndo farmacoldgicas tém ganhado cada vez mais notoriedade no tratamento
de comorbidades. Dentre essas alternativas de tratamento, encontra-se o Enriquecimento
Ambiental (EA). Objetivo: Avaliar o efeito de trés semanas de EA, sobre indicadores do
equilibrio oxidativo hepatico e muscular, bem como na resposta inflamatoria sérica em
camundongos fémeas. Métodos: Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, oriundos do biotério de criacdo e experimentagdo do Instituto Keizo Asami
(iLIKA). Apds o periodo de desmame aos 21 dias de vida, os camundongos fémeas foram
randomicamente alocados em 2 grupos e suas respectivas gaiolas: (AP) Ambiente padrdo
(n=11); (AE) Ambiente Enriquecido (n=13). Aos 40 dias de vida os animais foram
eutanasiados para retirada do musculo esquelético, figado e sangue através de puncgdo
cardiaca ventricular para devidas andlises. Resultados: Observou-se na terceira semana de
intervengdo uma reducdo no peso corporal dos animais do AE (p = 0,04, A=-6.33%). Os
niveis hepaticos de MDA (p < 0,001, A=—78.91%) e Carbonilas (p = 0,04, A=—-12.25%),
assim como no musculo esquelético MDA (p = 0,02, A= — 62.60%) e Carbonilas (p=0,0002,
A= —27.67%), reduziram significantemente. Observamos um aumento nos niveis da defesa
antioxidante enzimatica hepatica SOD (p=0,01, A= 236.82%), CAT (p=0,0006, A= 53.00%)
e GST (p=0,002, A=163.63%), assim como no sdleo (p=0,02, A=117.54%), (p=0,02,
A=99.65%) e (p=0,002, A=74.28%). Também observamos uma diminui¢do na razado
GSH/GSSG no figado e musculo esquelético, mas ao avaliar o estado REDOX hepatico, o
EA foi capaz de aumentar quando comparado ao ambiente padrdo (p=0,04, A= 348.36%).
Observamos um aumento significativo nos niveis de sulfidrilas hepaticas (p=0,01,
A= 42.85%). Por fim, observamos os niveis séricos de citocinas anti e pro-inflamatoérias, onde
pudemos observar que o EA foi capaz de reduzir significativamente os niveis de IL-6
(p=0,03, A=—9.13) quando comparado ao ambiente padrdo. Conclusio: Trés semanas de
EA foram capazes de modular positivamente o peso corporal, promover efeitos positivos nos
marcadores ligados ao balango oxidativo hepatico e muscular. Além disso, reduzir os niveis

séricos de citocina pro-inflamatéria I1L-6, ligada ao perfil Th1/Th2.



Palavras-Chave: Doengas cronicas; Sistema imune; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

The increase in chronic diseases has been shown significantly among the world population,
and among the treatment alternatives for these diseases, there are drugs and non-drugs. Non-
pharmacological tools have gained increasing notoriety in the treatment of comorbidities.
Among these treatment alternatives, there is Environmental Enrichment (EE). Objective: To
evaluate the effect of three weeks of EE on indicators of hepatic and muscular oxidative
balance, as well as on the serum inflammatory response in female mice. Methods: Female
mice of the C57BL/6 lineage, originating from the breeding and experimentation vivarium of
the Keizo Asami Institute (iLIKA), were used. After the weaning period at 21 days of age,
the female mice were randomly allocated into 2 groups and their respective cages: (AP)
Standard Environment (n=11); (AE) Enriched Environment (n=13). At 40 days of age, the
animals were euthanized to remove skeletal muscle, liver and blood through ventricular
cardiac puncture for appropriate analyses. Results: In the third week of intervention, a
reduction in the body weight of the AE animals was observed (p = 0.04, A= —6.33%). Hepatic
levels of MDA (p < 0.001, A=—78.91%) and Carbonyls (p = 0.04, A=-12.25%), as well as
skeletal muscle MDA (p = 0.02, A=—62.60%) and Carbonyls (p = 0.0002, A=—27.67%),
were significantly reduced. We observed an increase in the levels of the hepatic enzymatic
antioxidant defense SOD (p=0.01, A=236.82%), CAT (p=0.0006, A= 53.00%) and GST
(p=0.002, A= 163.63%), as well as in the soleus (p=0.02, A= 117.54%), (p=0.02, A= 99.65%)
and (p=0.002, A= 74.28%). We also observed a decrease in the GSH/GSSG ratio in the liver
and skeletal muscle, but when evaluating the hepatic REDOX state, EA was able to increase
it when compared to the standard environment (p=0.04, A=348.36%). We observed a
significant increase in hepatic sulthydryl levels (p=0.01, A=42.85%). Finally, we observed
the serum levels of anti- and pro-inflammatory cytokines, where we were able to observe that
EA was able to significantly reduce IL-6 levels (p=0.03, A=—9.13) when compared to the
standard environment. Conclusion: Three weeks of EA were able to positively modulate
body weight, promote positive effects on markers linked to hepatic and muscular oxidative

balance. In addition, reduce serum levels of the pro-inflammatory cytokine IL-6, linked to the

Th1/Th2 profile.

Keywords: Chronic diseases; Immune system; Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Um aumento significativo na prevaléncia mundial de doengas cronicas
degenerativas tem sido associado a diferentes formas de estresse, os quais sdo gatilhos
para processos disfuncionais que acometem tecidos bioldgicos, dentre esses o sistema
imunologico (Battineni, et al. 2021). Associadas a essas alteragdes, outros mecanismos
sofrem alteragdes, por exemplo o balango oxidativo que se refere ao equilibrio dinamico
entre a produgdo e eliminagdo, bem como espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
nitrogénio (ERN). Esse balanco ¢ de suma importancia para o organismo, principalmente
porque a produgdo de EROS ¢ util fisiologicamente (Orfali, et al. 2024). Entretanto,
quando se estabelece aumento excessivo dessas espécies pode-se ocasionar uma
diminui¢do das defesas antioxidantes, promovendo o que chamamos de estresse

oxidativo. (Afzal, et al. 2023)

Neste sentido, algumas ferramentas ndo farmacolédgicas tém sido utilizadas cada
vez mais no combate de fisiopatologias dessas doencas cronicas, tais como o
enriquecimento ambiental (EA). Este surge como alternativa, e em sua estrutura de
estimulag¢do possui elementos inanimados capazes de promover respostas psicoldgicas,
fisiologicas, sensoriais e cognitivas positivas (Mohd Sahini, et al. 2024). Evidéncias
recentes e estabelecidas de modo sistematico apontam que o EA foi capaz de reduzir a
resposta pro-inflamatdria em tecidos centrais e periféricos (Fernandes, et al. 2023), bem
como de potencializar as defesas antioxidantes cerebrais em condi¢des ambientais

desfavoraveis, por exemplo em doengas e exposicao a firmaco (Ramos, et al. 2024).

O Enriquecimento Ambiental ¢ um paradigma, que promove modificagdes do
ambiente em que animais estdo inseridos com objetivo de melhorar seu bem-estar geral,
fornecendo estimulos que atendam as necessidades especificas de cada espécie de animal
para experimentacdo. O EA, estabelecido por Hebb em 1947, corresponde a
experimentacdo a modificagdes ambientais positivas. Este ambiente foi capaz de
promover alteracdes positivas no desenvolvimento neural e comportamental em ratos
(Hebb 1947). Acredita-se que o EA promove diversas alteragdes em tecidos biologicos,
incluindo o imunolégico, hepatico e muscular esquelético (de Sousa Fernandes, et al.

2022).
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O sistema imune ¢ composto por diferentes linhas de defesa inatas e adquiridas, que
atuam no combate de patégenos e controle da resposta inflamatoria, que pode ser regulada
em nivel celular, que sdo responsaveis pela producio de citocinas. Essas proteinas, sao
divididas por perfil de resposta pro e anti-inflamatdria, que colaboram com a homeostase
corporal e saude. Sabe-se que, disfun¢des em sua funcionalidade estdo relacionadas ao
surgimento de doengas cronicas (Battineni, Sagaro et al. 2021). O tecido hepatico e
muscular esquelético sdo de extrema importincia para manutengdo da homeostase
corporal, regulacdo metabolismo glicémico e hipertrofia muscular (Ampong, et al. 2022).
Desregulagdes nestes 6rgaos estdo relacionados ao desenvolvimento de diabetes mellitus

tipo 2, sarcopenia e caquexia (Sano, et al. 2024).

Um desafio, entretanto, encontra-se na diversidade dos protocolos de EA (numero
de animais e objetivos, tamanho da caixa diversificado, presenga ou auséncia de roda de
corrida), fazendo com que ndo haja um entendimento completo sobre suas respostas
fisioldgicas em diferentes tecidos corporais (de Sousa Fernandes, et al. 2022). Portanto,
existe a necessidade de analisar os efeitos do enriquecimento ambiental na resposta
inflamatoria e balango oxidativo hepatico e muscular em modelo experimental. Com isso,
o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de trés semanas de intervencdo de
Enriquecimento Ambiental (EA) no balango oxidativo hepatico e muscular, bem como na

resposta inflamatoria sérica de camundongos fémeas juvenis.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunoldgico (SI) atua no controle e combate de patégenos que trabalham
na regulacdo de processos inflamatorios. Além disso, disfungdes em sua funcionalidade
estdo relacionadas ao surgimento de algumas doencgas cronicas, incluindo diversos tipos
de cancer (Battineni, Sagaro et al. 2021). O SI ¢ dividido em duas partes determinadas de
acordo com a velocidade e especificidade de sua resposta. Neste sentido, didaticamente
denominamos em respostas inatas e adaptativas, que atuam de maneira integrada (Fulton

etal. 2019).

A imunidade inata, ou natural ¢ considerada a primeira linha de defesa e possui

barreiras fisico-quimicas, microbioldgicas, bem como ¢ constituida por um perfil celular
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imunologico como neutrofilos, mondcitos, macréfagos, sistema complemento, citocinas
e proteinas de fase aguda (Mantovani and Garlanda 2023). Por outro lado, a resposta
imune adaptativa consiste em uma atividade predominante em animais evolutivamente
superiores (Parkin and Cohen 2001). Essa resposta consiste em reagdes antigeno-
especificas, principalmente através de linfocitos B e T (Costa, et al. 2019). No que diz
respeito a velocidade de resposta, a imunidade inata possui alta velocidade e por conta
disso as vezes danifica os tecidos por falta de especificidade. No entanto, a resposta imune
adaptativa possui maior lentiddo, especificidade e precisdo, podendo levar varios dias ou

semanas para ser executada (Chi, et al. 2024).

Algumas das células da imunidade inata possuem fun¢ao de localizar patégenos em
todo o corpo e destrui-los por varios mecanismos incluindo quimiotaxia, fagocitose e
digestdo de patogenos. Por exemplo, ao englobar o patdogeno uma célula dendritica, ela
realiza migracao a vasos do sistema linfatico no sangue ou na linfa (Tadayon, et al. 2021).
Em seguida, a célula dendritica desloca-se através do tecido linféide com o objetivo de
encontrar um linfécito B ou T, isso inicia uma resposta imune adaptativa que normalmente
ocorre dentro de alguns dias (Hampton and Chtanova 2019). Por fim, em nossos
organismos diversos orgdos atuam imunologicamente, dentre eles amigdalas, timo,
linfonodos, bago, figado, medula 6ssea e vasos linfaticos, regulando de maneira sistémica
a resposta imune e produzindo rapidamente muitas células impedindo a propagagdo de

um processo infeccioso (Fulton et al. 2019).

As citocinas sdo pequenas proteinas, principalmente produzidas pelo sistema imune
inato e possuem o papel de atuar como mensageiros quimicos que vao auxiliar na
comunicagdo entre as células coordenando a resposta imunoldgica e inflamatoria. As
citocinas desempenham um papel crucial na protecdo do corpo contra infec¢des e na
preservacdo do equilibrio (Arango Duque and Descoteaux 2014). As citocinas
desempenham um papel na ativagdo e regulacdo de células imunolodgicas, tais como
linfocitos, macrofagos e neutrdfilos. Elas auxiliam na coordenagdo da reacdo do corpo a

agentes patogénicos, tais como virus e bactérias (Rahman, et al. 2023).

As citocinas sdo divididas entre dois grupos: proé-inflamatorias e anti-inflamatorias
(Tecchio, et al. 2014). Citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF-alfa, IL-1, IL-2 e IL-6,
desempenham um papel crucial na resposta imunologica inicial, estimulando a inflamagao

e atraindo células de defesa para o local da infecgdo ou dano. Por outro lado, outras
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citocinas, como a IL-10, possuem um efeito anti-inflamatdrio, auxiliando na resolugdo da

inflamacao e na prevengdo de danos exagerados aos tecidos (Hutchins, et al. 2013).

A resposta inflamatoria ¢ uma resposta do corpo a danos ou infecgdes, visando
remover o agente causador do dano e comegar o processo de recuperagdo. As citocinas
desempenham um papel crucial nessa resposta. Elas exercem tanto efeitos de estimulo
quanto de cura da inflamacdo (Popko, et al. 2010). Ao detectar patdgenos ou lesdes
teciduais, uma célula do sistema imunolédgico libera citocinas pro-inflamatérias. Estas
citocinas estimulam o dilatamento dos vasos sanguineos e a expansao da permeabilidade
vascular, o que facilita a chegada de células de defesa ao local da infeccdo ou dano. As
citocinas pro-inflamatdrias também ativam outras células imunoldgicas, como
macrofagos e neutrdfilos, e estimulam a produg¢do de mais citocinas, amplificando a
inflamacdo (Fahey and Doyle 2019). Com isso, apds eliminar o agente infeccioso ou
reparar o tecido, as citocinas anti-inflamatorias sao ativadas para controlar e diminuir a
inflamacao, prevenindo danos aos tecidos e restaurando o equilibrio (Loh and Vermeren

2022).

2.2 FIGADO

O figado ¢ um o6rgao localizado no quadrante superior direito do abdémen e possui
extrema relevancia para varios processos biologicos, incluindo metabolicos, regulagdo de
volume sanguineo, sistema imunologico, controle enddcrino e homeostase de lipidios
(Fritsche, et al. 2023). E composto por hepatocitos, células epiteliais, de Kupffer e
endoteliais sinusoidais. Nesse vasto namero celular, existe uma fun¢do designada a cada

uma, que auxiliam na regulacdo da funcao hepatica em varios niveis (Gong, et al. 2022).

Além de atuar no metabolismo, o figado também atua na linha de frente do sistema
imunoldgico, detectando patogenos que venham a adentrar no organismo através do
intestino (Chong Neto, et al. 2019). E o 6rgio com maior nimero de células fagociticas do
corpo. Além disso, tem a capacidade de resposta rapida, sendo capaz de gerar uma resposta
imunologica eficaz (Jiang, et al. 2021). Mesmo sendo primordial para a produgdo de
proteinas e metabolismo de nutrientes, ele também foi projetado para ser um mediador

entre células imunes e patdgenos presentes na corrente sanguinea (Kubes and Jenne 2018).

Por outro lado, o figado atua como desintoxicante em alguns momentos. Essa
fun¢do de desintoxicagdo ¢ crucial para a saude, j& que o figado filtra substincias

potencialmente danosas ao organismo, mantendo o corpo livre de toxinas e compostos
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perigosos. Por exemplo a metabolizagdo do alcool etilico em substancias ndo nocivas por
meio de enzimas como a alcool desidrogenase e a aldeido desidrogenase (Hurley and
Edenberg 2012). O figado também ¢ responsavel pela metabolizacdo de diversos
medicamentos e substancias, tornando-os soluveis em dgua para sua eliminagdo. Algumas
substancias, como o paracetamol, podem ser letais em doses elevadas, demandando a
habilidade do figado de desintoxicar-se (Chidiac, et al. 2023), através dos hepatocitos que
monitoram quais conteudos presentes no sangue e fazem a remoc¢do de substancias que
possam ser toxicas antes delas chegarem ao corpo todo (Schulze, et al. 2019). A
metabolizacdo dessas substancias toxicas ¢ realizada através de enzimas de hepatocitos,
apos a finalizagdo desses processos, o 6rgdo também metaboliza e remove os hormonios

da circulacao que sdo produzidos pelas proprias glandulas do corpo (Robinson, et al. 2016).

No metabolismo os hepatocitos sdo os encarregados por metabolizar proteinas,
lipidios e alguns carboidratos. Os hepatdcitos absorvem uma boa parte da glicose e
armazenam como glicogénio. Essa absor¢do e liberagdo de glicose através das células
hepaticas faz com que a homeostase seja mantida e realiza uma protecdo do corpo de
perigosos pontos e niveis de glicose (Luz, et al. 2021). O sangue que passa pelo figado ¢é
carregado de 4cidos graxos que sdo absorvidos pelas células hepatdcitos e metabolizados

para produzir energia na forma de ATP (Mashek 2013).

O figado também estd atrelado a digestdo, onde ele desempenha um papel no
processo de digestdo através da bile (Peng, et al. 2023). A bile ¢ uma mistura de alguns sais
biliares, colesterol e bilirrubina pigmentar. Os hepatdcitos produzem a bile, que passa pelos
ductos biliares para poderem ser armazenados na vesicula biliar (Spatz, et al. 2021). A bile
percorre os chamados canais biliares e ¢ liberada no duodeno (por¢do intestinal) onde
realiza a emulsificacdo de gorduras encontradas no corpo. J4 a bilirrubina presente na bile
¢ um produto gerado pelos glébulos vermelhos desgastados pelas células de Kupffer (Gao,

et al. 2022).

Por outro lado, o figado armazena vérios nutrientes que sdo essenciais, algumas
vitaminas e minerais. O armazenamento e direcionamento desses nutrientes faz com que o
figado consiga manter homeostase, além disso, o 6rgdo também acumula vitaminas e
minerais como vitaminas A, D, E, K e vitamina B12, ¢ de minerais o ferro ¢ cobre. Isso faz
com que haja um suprimento das substancias que sdo primordiais para varios tecidos do

corpo (Nagashimada and Ota 2019). Além disso, ¢ responsavel também pela producdo de
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inimeros componentes importantes para o plasma sanguineo como; albuminas,
protrombinas; fibrinogénio. A coagulacdo sanguinea tem como fatores de coagulagdo as
proteinas de protrombina e fibrinogénio. Ja as albuminas sdo proteinas que mantém o
sangue com o seu meio isotonico regular, de maneira que as células do organismo ndo
perdem ou ganham 4gua na presenca dos fluidos corporais, isso auxiliando também na

homeostase do plasma sanguineo (Griingreiff, et al. 2021).

Por fim, no sistema imunologico, o figado segue sendo um 6rgao funcional através
das células de Kupffer, mais precisamente pelas funcdes celulares ja que revestem os
sinusdides, ou vasos sanguineos. As células de Kupffer sdo macréfagos de tipo fixo que
fazem parte do sistema fagocitdrio mononuclear, atrelado com macréfagos do bago
(Bonnardel, et al. 2019). Esses tecidos celulares, tem uma fun¢ao bastante importante de
capturar e digerir bactérias, fungos, parasitas, detritos celulares, células sanguineas que
estdo em desuso/gastas, fazendo uma a¢do rapida de varredura no sistema, ja que o sangue
em seu grande volume passa pelo sistema de porta hepatico e pelo figado permitindo que
os macrofagos de Kupffer realizem a sua acdo imediata de limpeza do grande volume de

sangue disponivel em determinado momento (Sakai, et al. 2019).

2.3 BALANCO OXIDATIVO

O metabolismo ¢ o conjunto de reagdes quimicas mediada por complexos
multienzimaticos, que ocorrem com a finalidade de manter a homeostase corporal e a vida.
Além disso, auxilia na producdo de energia através da formagdo de ATP (adenosina
trifosfato), também nas mitocondrias (Li, et al. 2024). Nestas organelas, as moléculas de
ATP sdo formadas aerobicamente, através do ciclo de Krebs, cadeia transportadora de
elétrons e beta-oxidagdo (Noronha, et al. 2022). Além disso, as mitocondrias sdo os
principais sitios de produgdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio,
principalmente. Os radicais livres atuam como mediadores na transferéncia de elétrons em
varias reacdes bioquimicas, como; na cadeia transportadora de elétrons, no metabolismo
dos acidos graxos (Beta-Oxidacdo), no ciclo de Krebs e em reagdes enzimaticas do estado
REDOX (Kehrer and Klotz 2015). Quando formados em condi¢des fisiologicas, esses
radicais sdo essenciais para a producdo de ATP através da cadeia respiratdria, facilitam a
ativacao de genes que participam de mecanismos de defesa do organismo contra infecg¢des

(Sies 2015).
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Por outro lado, as EROS sdao moléculas instaveis que sdo geradas naturalmente
através do metabolismo celular (Murphy, et al. 2022). Contudo, quando se hd um
desbalanco decorrente da produgdo excessiva dessas substancias, associada as deficiéncias
nas defesas antioxidantes ocasionando um fendmeno denominado estresse oxidativo
podendo causar danos oxidativos as células e tecidos (Jones 2008). Alguns radicais livres
como o radical hidroxila (OH) e o radical superoxido (O2—); peroxido de hidrogénio (H20:),
que pode se decompor para formar radicais livres e 6xido nitrico (NO), podem interagir

com outras espécies e gerar compostos reativos (Jomova, et al. 2023).

A constante geracdo de radicais livres durante os processos metabodlicos resulta no
desenvolvimento de estratégias de defesa antioxidante, encarregadas de regular os niveis
dessas espécies reativas no interior das células e reduzir os prejuizos que podem provocar
(Chandimali, et al. 2025). Normalmente, esses sistemas de defesa antioxidante se dividem em
dois grupos: (1) enzimdtico, composto principalmente por superdxido dismutase, catalase,
glutationa s transferase (GST), e o (2) ndo enzimatico, composto por exemplo pelas
glutationas oxidada e reduzida, bem como as sulfidrilas ou tiois totais (Finkel and Holbrook
2000).

No entanto, em condi¢des de desequilibrio como o estresse oxidativo, provoca-se a
degradacdo de biomoléculas (lipideos e proteinas), podendo prejudicar suas fungdes
bioldgicas e/ou provocar desordem homeostatica, resultando em danos severos e morte celular
programada (Liu, et al. 2023). Cronicamente, esses processos acarretam contribuicdes
importantes na génese de diversas doengas cronicas, tais como diabetes, obesidade,
aterosclerose, distirbios neurodegenerativos e cancer (Senoner and Dichtl 2019). Portanto, ¢
crucial analisar e entender o balango oxidativo sobre diferentes condi¢gdes ambientais, bem
como o sistema antioxidante, enfatizando como eles impactam no combate ao estresse

oxidativo.

2.4 MUSCULATURA ESTRIADA ESQUELETICA

O sistema muscular esquelético ¢ responsavel pela estruturacdo do corpo, dando
estabilidade e movimento. E formado por alguns tecidos como o 0sso que formam o esqueleto,
articulagdes, tenddes, musculos e ligamentos. Didaticamente, os musculos sdo classificados
em esquelético, liso e cardiaco. Os musculos também sdo produtores de forca, varidvel que

depende do tamanho de sua area de sec¢do transversa (Hall and Guyton 2011).
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No corpo humano sao encontrados 600-700 musculos esqueléticos que apresentam a
contracdo chamada voluntaria. Formados por células multinucleadas alongadas denominadas
como fibras musculares, uma caracteristica marcante desse tipo de tecido ¢ a presenga forte
de variacdes transversais. Essas células, representadas como fibras, sdo dotadas de dois
filamentos proteicos com capacidades contrateis, chamados de filamento de actina e miosina.
Os miofilamentos ou filamentos finos sdo a associacdo entre a actina e algumas outras
proteinas como troponina e tropomiosina (Roberts, et al. 2019). Os filamentos grossos sao
formados pela miosina. Esses dois tipos de miofilamentos alternam-se de modo que formam
as bandas claras e escuras. Os claros sdo formados pelos finos que sdo denominados de banda
1, isotropicas (Remeniéras, et al. 2021). Enquanto as bandas escuras sdo classificadas como
banda A, pois sdo anisotropicas. Ao centro da banda | se encontra uma linha de porte escuro,
que ¢ apropriada como Z. Responsavel por delimitar o sarcomero, ja que ele ¢ formado pela

jung¢do de duas bandas I (Caremani and Reconditi 2022).

Dentre as fun¢des do musculo esquelético, estd a responsabilidade de sustentagdo e
manutengdo de uma boa postura, através do trabalho em conjunto com toda a estrutura 6ssea.
Por ser uma musculatura de contracio voluntaria, ou seja, por ser contraido conscientemente
sdo controlados pelo cérebro. Os musculos esqueléticos respondem a comandos do individuo
(Brooks, et al. 2023). A pratica regular de exercicios fisicos ocasiona no aumento do ventre

muscular, chamado de processo hipertrofico, ou hipertrofia (Lim, et al. 2022).

Embora fagam parte de uma sistematizacdo, a diferencga entre musculo esquelético e
liso, ndo se da apenas pela informagao de serem diferentes em termos de fibras/estriacdo, e
sim de que os lisos controlam fungdes que ndo estdo em dominio de uma pessoa. O musculo
liso envolve varias artérias e realiza movimentos de contracdo para auxiliar no fluxo sanguineo
e ajustar o mesmo. Envolto no intestino, ele também auxilia no processo de digestdo,
realizando contracdo para indicar o fluxo digestivo a ser realizado, e o direcionamento de
fezes. Realiza contracdo involuntaria e lenta, sendo encontrado principalmente no sistema

digestorio e respiratorio e ausente de estriacdes (McCann, et al. 2021).

A constituicdo do coragdo também ¢ realizada através da participacdo de muisculos, nesse
caso, do estriado cardiaco. Essa musculatura ndo faz parte do sistema musculo esquelético,
propriamente por ser exclusivo do coragdo. A microscopia revela a aparéncia desse musculo

como sendo estriada, mostrando um padrdo regular de fibras presentes. A contragdo muscular
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se da de forma vigorosa e involuntaria, realizando movimentos contrateis e de relaxamento

(Sayers and Riley 2021).

Cada musculo e articulagdo tem determinadas propriedades que sdo especificas e
adequadas de cada um, para que haja a realizagdo de determinada tarefa. Algumas dessas
podem ser fungdes complementares ou especificas, de modo que na estrutura muscular
humana, o soleo, vasto lateral e gliteo médio sdo considerados os musculos mais fortes
baseados pela area transversal fisiologica (PCSA), ou seja, de maneira distal onde ndo se
encontra tanta densidade ou volume muscular, ¢ 14 onde se encontram os trés grupos de
musculos mais resistentes (Leonard, et al. 2020)

Podendo ser visto como um dispositivo biomecanico que compartilha de varias
interagdes de componentes distintos, incluindo nervos autdonomos responsaveis pela
transmissdo de impulsos. O musculo ¢ composto pelas chamadas células satélites, essas que
sdo pequenas células que contribuem para o crescimento do musculo principalmente na fase
embriondria e pos-natal da crianga, ficando em repouso na fase adulta (Yin, et al. 2013).
Alguns estudos afirmam que esses grupos celulares sdo negativamente regulados por uma
proteina, a miostatina. Essa afirmativa ¢ embasada na ideia de que essa mioquina gera inibi¢ao

direta e indiretamente do crescimento muscular em humanos (Dumont, et al. 2015).

O exercicio fisico libera moléculas inflamatdrias como algumas citocinas e fatores de
crescimento que estimulam as células satélites a sairem do estado de quiescéncia fazendo com
que o trabalho delas sejam iniciados. Alguns fatores sdo essenciais para ativacdo celular.
Outros terdo finalidades distintas, mas sempre com o mesmo objetivo de reparar e melhorar a
musculatura do corpo. Estudos demonstraram que o treinamento de resisténcia em atletas faz
com que haja um aumento de células satélites no musculo esquelético desses individuos, que

auxiliam na regenera¢cdo muscular (Montarras, et al. 2005)

O fluxo sanguineo (FS) ¢ distribuido pelo mtsculo. Durante a realiza¢do de exercicios
fisicos, devido a vasoconstrigdo ha um aumento significativo desse fluxo, e isso se da pelo
redirecionamento para areas de maior demanda metabdlica/energética, como o musculo
estriado esquelético que esta envolvido naquele momento na atividade (Centner, et al. 2019).
Ap6s o relaxamento dos pré-capilares, uma perfusdo aumentada do tecido ¢ resultante em um
aumento do sangue devido a vasodilatagdo de vasos. O aumento do FS ¢ causado
principalmente por efeitos quimicos que promovem essa dilatagdo, como o oxigénio sendo

reduzido nos tecidos musculares. O musculo esquelético ¢ de suma importancia ndo apenas
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no quesito estrutura, mas também em func¢des metabdlicas que ocorrem no organismo,
gerando calor corporal e contribuindo também para a pressdo arterial, que pode ser regulada

também pelo exercicio fisico (Pignanelli, et al. 2021).

2.5 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

O EA foi estabelecido por Donald Hebb na década de 1940, onde demonstrou que a
promocdao de condi¢cdes ambientais favoraveis foi capaz de promover alteragcdes no
desenvolvimento neuronal e comportamental em ratos (Singhal, et al. 2014). O paradigma do
EA, relaciona-se a inserc¢ao de objetos inanimados (brinquedos, tuneis, material de nidificagdo
e escadas, que por sua vez sdo capazes de efeitos cognitivos, sensoriais, motores € interacao

social através de grandes grupos de animais e ambiente amplo (Kempermann 2019).

Diferentes protocolos do EA, cada vez mais vem sendo utilizado no mundo animal,
seja com intervencdo para tratamento de condi¢cdes adversas (doencas, transtornos
psicologicos, ou exposi¢do a toxicos, dentre outros) ou ludicidade (Nik Ramli, et al. 2024). A
literatura demonstra, que o EA pode ser dividido em cinco tipos diferentes: social, nutricional,
sensorial, fisico e cognitivo (Lauderdale, et al. 2022), que podem ser integradas em um mesmo
protocolo. Por exemplo, EA social, ocorre através do estimulo a mediante o agrupamento dos
animais em seu ambiente, sendo a alternativa vidvel para que haja uma interacdo entre eles,
promovendo um ambiente menos estressor (Caselli, et al. 2022). Fatores sociais e ambientais
influenciam positivamente o estresse devido a modulagdo de fatores neuronais. Um deles
consiste na expressdo de neutrofinas, incluindo o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) que desempenha um papel enorme e critico na regulacdo da agressividade. Sabe-se
que o EA ¢ capaz de potencializar a expressao desta neurotrofina em diferentes areas cerebrais,
tais como hipocampo demonstrando o efeito promissor dessa ferramenta ndo farmacologica

(Aleyasin, et al. 2018)

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) apos a pandemia de COVID-
19, muito se fala sobre a promogao de saude e qualidade de vida para todos, buscando novas
maneiras de propagar cada vez mais saude. Nesse sentido, delas o EA vem crescendo cada
vez mais, através dos seus resultados benéficos em varios tecidos e sistemas do organismo.
Por exemplo, apos uma exposi¢ao ao EA, ratos mostraram uma produc¢ao aumentada de BDNF
no hipotalamo, repercutindo de forma confiavel no desempenho de tarefas de aprendizagem e
memoria, em comparacdo com animais em condigdes padrao de moradia (Otaki, et al. 2018),

mostrando que o EA afeta fungdes cerebrais. Acredita-se, que esses resultados ocorreram por
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meio do aumento das oportunidades de exploragdo, interagdo social e atividade fisica, o que
leva a acreditar que a exposicdo a EA pode melhorar de forma confiavel a funcdo cognitiva e

atenua patologias de algumas patologias (Bayat, et al. 2015).

No sistema imunologico, os efeitos do EA sdo bastante promissores em modelos
fisiologicos e patoldgicos, incluindo diferentes tipos de cancer. Vale destacar, que
mecanismos pelos quais esses beneficios ocorrem ainda se encontram pouco esclarecidos. Por
outro lado, um estudo de revisdo sistematica conduzido pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstrou que diferentes protocolos de EA, foram capazes de modular positivamente o
sistema imunoldgico e seus componentes em Orgaos centrais e periféricos. Além disso,
observou-se que o EA reduziu a resposta inflamatoria molecular e celular em tecidos
cerebrais, linfonodo e medula 6ssea, bem como promoveu aumento dos indicadores anti-
inflamatorios (de Sousa Fernandes et al. 2022). Otaki e colaboradores em 2018, observaram
mudangas positivas na resposta fagocitica e na producdo de quimiocinas de macrofagos
peritoneais residentes apos camundongos terem sido alojados sob condi¢des de EA por 6 ou

8 semanas.

Por fim, outro estudo sistematico da literatura demonstrou que o EA causou modulagdo
positiva no balanco oxidativo cerebral, potencializando a resposta antioxidante, bem como
diminuicdo de indicadores ligados ao estresse oxidativo celular em condi¢des ambientais
desfavoraveis (de Sousa Fernandes, et al. 2024). O compéndio destes beneficios, demonstra
que o EA aplicado de forma adequada pode ser uma possivel ferramenta para maximizar
fungdes fisioldgicas garantindo a homeostase corporal e alternativa de baixo custo e
viabilidade experimental para contencdo de processos fisiopatoldgicos relacionados a
disfungdo do balanco oxidativo e do sistema imune, deste modo auxiliando no tratamento e

reabilitagdo de inimeras doencgas cronicas (Xiao, et al. 2021).

3. HIPOTESE
O enriquecimento ambiental ¢ capaz de regular positivamente o balango oxidativo hepatico e
muscular esquelético e resposta inflamatéria sérica em camundongos fémeas da linhagem

C57BL6 com 60 dias de vida.
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4. OBJETIVO
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de trés semanas de enriquecimento ambiental no balanco oxidativo
hepatico e muscular esquelético e resposta inflamatodria sérica em camundongos fémeas com

60 dias de vida.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar Indicadores do estresse oxidativo (Malonaldeido e Carbonilas);

b. Avaliar Defesas antioxidantes enzimaticas (Superoxido Dismutase - SOD; Catalase —
CAT e Glutationa S Transferase — GST);

c. Avaliar o sistema componentes do sistema antioxidante ndo enzimaticos (Glutationa
reduzida — GSH; Glutationa Oxidada — GSSG; Estado REDOX — GSH/GSSG, Tibis
Totais);

d. Dosar niveis plasmaticos de citocinas relacionadas ao perfil Th1/Th2 (IL-2; IL-6; IL-
17A, TNF-a e IFN-y; IL-4;).

e. Dimensionar o tamanho do efeito produzido pelo enriquecimento ambiental.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 oriundos do biotério de
criacdo do Instituto Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (iLIKA/UFPE). Os
animais foram mantidos em biotério de experimentagdo com temperatura de 22°C + 2. Além
disso, eles tiveram consumo de agua e ragdo comercial padrdo (Nuvilab CR1, Nuvital®) ad
libitum. Aos 21 dias de vida, os camundongos foram randomicamente alocados em 2 grupos:
(AP) Ambiente padrdo (n=11); (AE) Ambiente Enriquecido (n=13) com durag¢do de protocolo
de 3 semanas. O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Pernambuco, sob niumero de protocolo 0057/2024. O cuidado com

os animais seguiu as recomendag¢des do National Institutes of Health (NIH).

5.2 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Inicialmente foi realizada a padronizacdo do protocolo de enriquecimento ambiental
para os camundongos de linhagem C57BL/6. Este consistiu na adi¢do de objetos inanimados
capazes de produzir estimulagdo sensorial, cognitiva, psicoldégica e locomotora,
principalmente através do comportamento exploratorio destes roedores. Adicionalmente,

segundo os diferentes protocolos publicados na literatura cientifica recomenda-se que o
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nimero de animais seja maior, bem com o espago da gaiola em comprimento, largura e altura,
em relagdo aos animais inseridos no ambiente padriao visando estabelecer maior mobilidade
espacial e sociabiliza¢do. Além disso, foram utilizados diferentes objetos em plastico (tuneis,
escadas, brinquedos), madeira (brinquedos e tocas) e roda de corrida. As dimensdes de cada
gaiola foram as seguintes: Enriquecimento ambiental (comprimento: 44 cm x altura:17 cm x
largura: 30 cm); Ambiente Padrdo (comprimento: 27 cm x altura: 12 cm x largura: 17 cm). Por
fim, com objetivo de potencializar o aumento na complexidade e variabilidade do ambiente,
a cada semana a posi¢do dos objetos e seu nimero foi modificado, durante as 3 semanas de

protocolo.

Figura 1. Exemplos dos protocolos de ambiente padrao e enriquecimento ambiental utilizados.

5.3 EUTANASIA E RETIRADA DOS TECIDOS

Os camundongos de ambos os grupos foram eutanasiados ao final da terceira semana
(ambiente padrdo e enriquecimento ambiental). Para isso, foi utilizado a combinac¢do dos
farmacos cloridrato de Ketamina (0,ImL/ Kg) e Xylasina, (10 mg/Kg), que foram aplicagao
intraperitoneal. Em seguida, foram retirados o figado e musculo séleo, além disso o sangue

foi coletado por puncdo cardiaca ventricular esquerda, para posterior andlise do soro.

5.4 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
5.4.1 Medida da substancia reativa ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Para dosagem de malonaldeido (MDA), foi utilizada a técnica colorimétrica descrita
inicialmente por Buege e Aust (1978), com finalidade de avaliar a peroxidagdo lipidica. Para
isso, uma aliquota do homogenato do figado e do musculo séleo foram associadas ao acido

tricloroacético (TCA) a 30% e Tris-HCL (3mM, pH 7,4) apds este momento foi realizada uma
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centrifugacdo a 3.000 rotagdes por minuto (RPM) em 10 minutos e adicdo de acido
tiobarbitarico a 0,73%, reagindo com os produtos da peroxidagdo lipidica e formando um
composto de coloracdo rosada. Em seguida, o composto foi incubado por quinze minutos a
100° C. Apds este processo, foi utilizada uma cubeta de vidro para leitura da absorbancia a
535 nm. Os resultados foram expressos em milimoles por nmol/miligrama de proteina (Buege

and Aust 1978).

5.4.2 Oxidacdo proteica

Para avaliacdo do nivel de oxidag¢do de proteinas foi realizada a analise de carbonilas
descritas por Reznick e Packer (1994). Ao homogenato dos tecidos hepatico e muscular
esquelético mantido em gelo, foi adicionado TCA 30% e levado a centrifuga por 14 minutos
a 1.180g. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
10mM de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) e incubado em sala escura a temperatura ambiente
por uma hora com agitagdo programadas a cada 15 minutos. Apds periodo de 28 incubacio,
as amostras foram lavadas em tampao etil/acetato e centrifugadas trés vezes e o pellet
ressuspendido em 6 M de hidrocloreto de guanidina, incubado por 30 minutos a 37°C ¢ a
absorbancia verificada a 370nm. Os resultados foram expressos em nmol/miligrama de

proteina (Reznick and Packer 1994).

5.5 ATIVIDADE ENZIMATICA ANTIOXIDANTE
5.5.1 Superdxido dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase foi avaliada através do método da oxidagdo da
adrenalina, o qual compete com a SOD podendo ser medido em espectrofotometro a 480nm.
Em uma cubeta de quartzo de 1mL, foi adicionado tampao carbonato 0,1M (pH10,2), EDTA
0,ImM, amostra e adrenalina 150mM. A diminui¢do na absorbancia foi seguida por 90
segundos a 30°C no comprimento de onda de 480nm e os resultados expressos em U/mg

proteina (Misra and Fridovich 1972).

5.5.2 Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada através da decomposicdo do peroxido de
hidrogénio (H>O), verificada por uma absorbancia de 240 nm numa temperatura de 20°C.
Em um meio de reagdo, contendo tampao fosfato 50mM (pH 7,0) amostra e H>O> 0,3mM. A
absorbancia foi analisada durante 3minutos e os resultados foram expressos em U/mg (Hugo

and Lester 1984).
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5.5.3 Glutationa S transferase (GST)

Foi realizada a atividade da Glutationa-S-Transferase (GST) descrita inicialmente por
Habig (1974). O procedimento constituiu da adi¢gdo de tampao fosfato de potassio 0,1M
(pH 6,5); EDTA 1mM; GSH 1mM; amostra e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) ImM. A
atividade enzimatica foi avaliada a partir da formacao de 2,4-dinitrofenil-s-glutationa (DNP-
SG) por minuto a 30°C, sendo monitorada via espectrofotometro com comprimento de onda

igual a 340nm. A atividade da GST foi expressa em U/mg proteina (Habig and Pubst 1974).

5.6 QUANTIFICACAO DO SISTEMA NAO ENZIMATICO ANTIOXIDANTE
5.6.1 Glutationa Reduzida (GSH), Oxidada (GSSG) ¢ Estado REDOX (GSH/GSSG)

O meio para realizacdo do ensaio foi composto por tampao fosfato 0,1M (pH 8,0) contendo
EDTA 5mM e amostra, o qual foi incubado com O-Phthaldialdehyde (OPT) Img/mL em
temperatura ambiente por 15 minutos. Depois da incubagdo, sua fluorescéncia foi analisada
em um comprimento de excitagao e emissao de 350nm e 420nm, respectivamente. Para analise
dos niveis de GSSG, as amostras foram incubadas com N-ethylmaleimida (NEM) 0,04M por
30 minutos a temperatura ambiente seguido pela adicao do tampao NaOH 0.1M ao meio. Em
seguida, as amostras foram incubadas com o-Phthaldialdeido (OPT) 1mg/mL em temperatura
ambiente por 15 minutos e tiveram sua fluorescéncia comparada a uma curva de concentragdes
conhecidas de GSSG, os resultados foram expressos em pM/miligrama de proteina. O estado
REDOX foi determinado pela razdo GSH/GSSG com previamente descrito (Hissin and Hilf
1976).

5.6.2 Sulfidrilas (Tiois totais)

O contetdo total e do grupo sulfidrila ligado a proteina foi descrito por Aksenov e
Markesbery (2001) (Aksenov and Markesbery 2001). A reducdo de 5,5-ditiobis (4cido 2-
nitrobenzo6ico) pelos grupos tiol foi medida em homogenato de 200 mg de proteina, resultando
na geragdo de um composto como pigmentagdo amarela, cuja absorcdo ¢
medida espectrofotometricamente a 412 nm (Ellman 1959, Walmsley, Abernethy et al.

1987). Os resultados foram expressos em mM/miligrama de proteina.
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5.7 DOSAGEM SERICA DE CITOCINAS LIGADAS AO PERFIL TH1/TH2

As amostras de sangue, foram coletadas em tubos eppendorff, através de uma puncao
cardiaca na ventricular esquerda. Para a obten¢do do soro, os tubos foram centrifugados a
3000 RPM durante 10 min, a 4°C. Em seguida, foram congelados a -80°C. Os kits de CBA
(Cytometric Bead Assay, BD Biosciences) foram usados para andlise das citocinas: (IL-2; IL-
4; IL-6; IL-10; IL-17A, TNF-a e IFN-y). Para todos os procedimentos seguimos as instrugoes
do kit para a reagdo, o ensaio foi adquirido por citometria de fluxo (Accuri C6™, BD
Biosciences©) e os dados obtidos foram analisados com software FCAP Array 3.0 (BD

Biosciences©).

6. ANALISE ESTATISTICA

A analise exploratoria dos dados foi associada ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
E seguida, a comparagdo entre os grupos sera realizada através do teste T Student ndo pareado
ou Teste U-Mann Whitney, a depender da distribui¢do normal. Para comprovacdao dos
possiveis efeitos produzido pelo enriquecimento ambiental foi utilizado o teste de Hedges’g
com magnitude do efeito pré-estabelecida em pequeno (0.2-0.5); médio (0.5-0.8) e grande
(>0.80). A significancia foi estabelecida em p<0,05 (5%). Para analise dos dados foi utilizada

o software Graphpad Prisma versdo 10 (Graphpad Software Inc, La Jolla, CA, USA).

7. RESULTADOS

7.1 Efeitos do ambiente enriquecido no peso corporal médio semanal de camundongos
fémeas.

Inicialmente, analisamos os efeitos do EA no peso corporal de camundongos fémeas
durante as trés semanas de protocolo. Para verificar a homogeneidade do peso corporal entre os
grupos, analisamos seus valores médios antes do inicio da exposi¢do ao EA e ndo encontramos
diferengas significativas (AP: 16,23 * 5,30g vs EA: 16,62 + 5,81, p=0,86), (Figura 2A).
Semelhantemente, apds a primeira semana de intervencdo com EA, ndo observamos
significancia entre os grupos (AP: 18,00 £ 3,97 vs EA: 19,23 £ 2,52, p=0,38), (Figura 2B). Por
outro lado, ap6s a segunda semana de intervencdo, observamos um aumento significativo no
peso corporal no grupo EA, quando comparado ao AP (AP: 18,36 + 1,12 vs EA: 23,38 + 3,38,
p = 0,0005, A=27.34%), (Figura 2C). Entretanto, ao final das trés semanas do protocolo,
observamos uma diminui¢do significativa no peso corporal no grupo EA quando comparado ao

AP (AP: 20,67 + 1,03 vs EA: 19,36 + 1,28, p = 0,04, A= —6.33%), (Figura 2D).
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Figura 2. Dados sobre peso corporal médio de camundongos fémeas durante as trés semanas
de enriquecimento ambiental. (A) Baseline (EA: n=13 e AP: n=11); (B) Semana 1 (EA: n=13
e AP: n=11); (C) Semana 2 (EA: n=13 e AP: n=11); (D) Semana 3 (EA: n=13 ¢ AP: n=11).
*#%p<(0.001; *p<0.05.

7.2 Efeitos de trés semanas do enriquecimento ambiental em biomarcadores de Estresse
Oxidativo (Malonaldeido/MDA e Carbonilas) hepatico.

A seguir, avaliamos os efeitos de trés semanas de EA sobre biomarcadores de estresse
oxidativo hepatico. Ao analisarmos os niveis de MDA, observamos uma diminui¢do
estatisticamente significante ap6s 3 semanas de EA quando comparado ao grupo AP (AP:
95,77 £27,08 vs EA: 20,19 * 11,14, p<0.0001,A=-78.91%), (Figura 3A). Além disso,
avaliamos carbonilas responsaveis pela oxidagdo de proteinas. Semelhantemente,
identificamos que o EA foi capaz de reduzir significativamente os niveis de oxidacdo proteica
quando comparado ao grupo AP (AP: 1,55 £0,09 vs EA: 1,36 + 0,11, p=0.04, A=-12.25%)),
(Figura 3B).
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Figura 3. Efeitos do Enriquecimento Ambiental sobre marcadores do Estresse Oxidativo
(Malonaldeido e Carbonilas) hepatico. (A) MDA (EA:n=7 e AP: n=4); (B) Carbonilas
(EA:n=7 e AP: n=3) ***p<(.001; *p<0.05.

7.3 Efeitos do Enriquecimento Ambiental sobre defesas Antioxidantes Enzimaticas no
figado (Catalase/Superoxido Dismutase/Glutationa S Transferase)

As atividades de SOD, CAT e GST foram avaliadas para testar os efeitos do EA no
sistema enzimatico antioxidante hepéatico. Em nossos resultados, ao analisarmos a
atividade da SOD no figado apos trés semanas de EA, identificamos um aumento
significativo quando comparado ao AP (AP: 26,67 £16,80 vs EA: 89,83 + 7,67, p=0.01,
A=236.82%), (Figura 4A). Resultados semelhantes foram encontrados na atividade da
catalase (AP: 6,98 £0,49 vs EA: 10,58 + 1,30, p=0,0006, A= 53.00%), (Figura 4B) e GST
(AP: 0,99 #0,23 vs EA: 2,61 + 0,59, p=0,002, A=163.63%), (Figura 4C), onde
observamos aumento hepéatico significativo desses dois marcadores ligados ao sistema

enzimatico antioxidante apds trés semanas de EA.
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Figura 4. Efeitos do EA sobre atividade antioxidante enzimatica hepatica de SOD; Catalase
e GST. (A) SOD (EA:n=6 e AP: n=3); (B) Catalase (EA:n=6 ¢ AP: n=3); (C) GST (EA:n=6
e AP: n=3); ***p<(0.001; **p<0.01; *p<0.05.

7.4 Respostas de trés semanas de EA em marcadores ligados a defesas antioxidantes nao
enzimaticas hepaticas: GSSG, GSH, Estado REDOX.

Em seguida, investigamos no figado as respostas de trés semanas de EA em marcadores
ligados a defesas antioxidantes ndo enzimaticas, como GSSG, GSH e estado REDOX.
Primeiramente, nos niveis de GSSG observamos uma redugdo significativa no grupo EA
quando comparado aos animais expostos ao AP (AP: 16,27 0,48 vs EA: 0,48 + 0,39,p=0,03,
A=—97.05%), (Figura 5A). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
nos niveis de GSH entre os grupos (AP: 10,82 2,72 vs EA: 7,92 * 1,92, p=0,19), (Figura
5B). Contudo, no estado REDOX identificamos um aumento significativo na resposta ao EA
apos trés semanas de intervencdo quando comparado ao grupo AP (AP: 6,72 0,83 vs EA:

30,13 * 14,62, p=0,04, A= 348.36%), (Figura 5C).
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7.5 Efeitos do Enriquecimento Ambiental sobre os niveis de Sulfidrilas no figado.
Em seguida, no figado foram analisados os niveis de Sulfidrilas, onde observamos um
aumento significativo nos niveis ao final da interven¢cdo de EA de trés semanas quando

comparado ao grupo AP (AP: 0,07 £0,01 vs EA: 0,17 £ 0,10, p=0,01, A=42.85%), (Figura
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Figura 5. Efeitos do EA sobre marcadores ligados a defesas antioxidantes ndo enzimaticas e
Sulfidrilas no figado. (A) GSSG (EA:n=7 e AP: n=3); (B) GSH (EA:n=7 e AP: n=3); (C)
Estado REDOX (EA:n=6 ¢ AP: n=3) e (D) Sulfidrilas (EA:n=7 e AP: n=3); *p<0.05.

7.6 Efeitos de trés semanas do EA sobre indicadores de Estresse Oxidativo
(Malonaldeido/MDA e Carbonilas) no musculo esquelético.

Em seguida, foi avaliado os indicadores de estresse oxidativo no musculo séleo. Nos
observamos, uma diminuicao significativa nos niveis de malonaldeido quando comparado ao
grupo AP (AP: 28,91 £7,16 vs EA: 10,81 £ 5,70, p=0,02), (Figura 6A). Adicionalmente, ao
avaliarmos os niveis de oxida¢do proteica por carbonilas apods trés semanas de EA,
identificamos uma diminuicao significante em comparagao ao grupo AP, (AP: 1,12 0,12 vs

EA: 0,81 £ 0,27, p=0,0002), (Figura 6B).
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Figura 6. Efeitos do EA sobre marcadores de Estresse Oxidativo no musculo esquelético. (A)

MDA (EA:n=6 e AP: n=3); (B) Carbonilas (EA:n=7 e AP: n=3) ***p<0.001; *p<0.05.

7.7 Efeitos do Enriquecimento Ambiental sobre defesas Antioxidantes Enzimaticas no
Soleo (SOD, Catalase, GST)

No miusculo soleo obtivemos resultados semelhantes aos encontrados na resposta
hepatica, observamos que o EA foi capaz de aumentar a atividade da SOD (AP: 41,83 +18,88
vs EA: 91,00 £ 33,98, p=0,02, A= 117.54%), (Figura 7A), também apresentou um aumento
na atividade da catalase (AP: 5,73 + 2,23 vs EA: 11,44 £ 1,62, p=0,02, A= 99.65%), (Figura
7B) e foi observado um aumento da atividade de GST no musculo esquelético (AP: 0,35 0,06
vs EA: 0,61 % 0,11, p=0,002, A= 74.28%), (Figura 7C) apds trés semanas de intervencao

quando comparado ao grupo AP.
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Figura 7. Efeitos do EA sobre atividade antioxidante enzimatica no musculo
esquelético/soleo (SOD, Catalase, GST). (A) SOD (EA:n=6 e AP: n=3); (B) Catalase
(EA:n=6 e AP: n=3); (C) GST (EA:n=7 e AP: n=3); **p<0.01; *p<0.05.

7.8 Respostas de trés semanas de EA em marcadores ligados a defesas antioxidantes nao
enzimaticas no musculo esquelético: GSSG, GSH, Estado REDOX.

No soleo, foi observado apenas uma diminui¢do significativa nos niveis de GSSG quando
comparado aos grupos AP (AP: 0,16 £0,01 vs EA: 0,10 % 0,04, p=0,01, A= — 37.50%), (Figura
8A). Nas demais variaveis do sistema GSH antioxidante nao enzimatico (AP: 14,20 £1,79 vs
EA: 10,76 £ 1,96, p=0,01), (Figura 8B), estado REDOX (AP: 86,40 +4,83 vs EA: 113,5
48,86, p=0,23), (Figura 8C) ndo houve diferengas entre os grupos.

7.9 Efeitos do Enriquecimento Ambiental sobre os niveis de Sulfidrilas no musculo
esquelético (soleo).
Foram avaliados os niveis de Sulfidrilas. Trés semanas de EA foi capaz de observar que

ndo houve diferengas entre os grupos Ambiente Padrdo e enriquecido (AP: 0,24 0,17 vs EA:

0,27 % 0,09, p=0,62), (Figura 8D).
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Figura 8. Efeitos do EA sobre marcadores ligados a defesas antioxidantes ndo enzimaticas e
Sulfidrilas no musculo esquelético. (A) GSSG (EA:n=6 ¢ AP: n=3); (B) GSH (EA:n=6 ¢ AP:
n=3); (C) Estado REDOX (EA:n=6 ¢ AP: n=3) e (D) Sulfidrilas (EA:n=7 ¢ AP: n=3);
*p<0.05.

8. Niveis séricos de citocinas anti-inflamatorias ligadas ao perfil Th1/Th2 apés trés
semanas de Enriquecimento Ambiental.

Observamos os niveis séricos de citocinas anti-inflamatorias ligadas ao perfil Th1/Th2
apos trés semanas de EA. Em relagdo as citocinas anti-inflamatérias, ndo foram encontradas
diferengas significativas nos niveis de IL-2 (AP: 12,20 £ 0,08 vs EA: 12,48 £+ 0,47, p=0,60),
(Figura 9A), IL-4 (AP: 12,37 £ 0,22). versus EA: 12,45 £ 0,44, p=0,74), (Figura 9B) e IL-10
(AP: 21,37 £ 1,99 vs EA: 21,49 £ 2,77, p=0,87), (Figura 9C) apds trés semanas de EA.
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Figura 9. Efeitos do EA sobre niveis séricos de citocinas anti-inflamatorias ligadas ao perfil
Th1/Th2 ap6s trés semanas de Enriquecimento Ambiental. (A) IL-2 (EA:n=5 e AP: n=5); (B)
IL-4 (EA:n=5 e AP: n=5); (C) IL-10 (EA:n=5 e AP: n=5).

8.1 Niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias ligadas ao perfil Th1/Th2 apos trés
semanas de Enriquecimento Ambiental.

Também foram analisados apods trés semanas de enriquecimento ambiental os niveis
séricos de citocinas pro-inflamatorias ligadas ao perfil Th1/Th2. Com isso, observamos que
trés semanas de EA foram capazes de reduzir significativamente os niveis de IL-6, quando
comparado ao grupo AP (AP: 13,79 £ 0,68 vs EA: 12,53 + 0,58, p=0,03, A=—9.13), (Figura
10A). Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas nos niveis de IL-17 A
(AP: 12,16 £ 1,79 vs EA: 11,55 £ 0,60, p=0,50), (Figura 10B), IFN-y (AP: 12,88 £ 0,77 vs.
EA: 12,65 £ 0,69, p=0,63), (Figura 10C) e TNF- o (AP: 24,71 £ 1,72 vs EA: 24,29 + 3,01,
p=0,79), (Figura 10D) apds trés semanas de EA.
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Figura 10. Efeitos do EA sobre niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias ligadas ao perfil
Th1/Th2 apds trés semanas de enriquecimento ambiental. A) IL-6 (EA:n=4 e AP: n=4); (B)
IL-17A (EA:n=5 e AP: n=5); (C) IFN-y; (D) TNF-a (EA:n=5 ¢ AP: n=5).
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8.2 Calculo do tamanho do efeito produzido pelo enriquecimento ambiental em variaveis ligadas ao balanco oxidativo hepatico e
muscular, bem como niveis de citocinas séricas em camundongos fémeas

Por seguinte, nos avaliamos o tamanho do efeito produzido pelo enriquecimento ambiental nas varidveis de peso corporal, balanco
oxidativo hepatico e muscular, bem como na producao de citocinas séricas (Tabelas 1-3). Os valores acima de 0,8 possuiram grande magnitude

de efeito.

Tabela 1. Tamanho do efeito produzido por trés semanas de EA no peso corporal e balango oxidativo hepatico.

Variavel Ambiente Padrao Enriquecimento Ambiental Hedges’g
Peso corporal (Baseline) 16,23 + 5,30 16,62 + 5,81 0,068
Peso corporal semana 1 18,00 += 3,97 19,23 £2,52 0,41
Peso corporal semana 2 18,36 + 1,12 23,38 £3,38 1,68
Peso corporal semana 3 20,67 +1,03 19,36 + 1,28 1,07
Niveis de MDA 95,77 £ 27,08 20,19+ 11,14 4,54
Niveis de Carbonilas 1,55+ 0,09 1,36 £ 0,11 1,80
Niveis de SOD 26,16 = 16,80 89,83 +£7,67 5,94
Niveis de CAT 6,98 £ 0,49 10,58 + 1,30 3,12
Niveis de GST 0,99 £0,23 2,61 £0,59 3,09
Niveis de GSSG 1,62 + 0,48 0,48 + 0,39 2,75
Niveis de GSH 10,82 £2,72 7,92 +1,92 1,32
Estado Redox 6,72 £ 0,83 30,13 + 14,62 1,84
Niveis de Sulfidrilas 0,07+0,01 0,17+0,10 1,15

Legenda: MDA (Malonaldeido); SOD (Superoxido Dismutase); CAT (Catalase); GST (Glutationa S
Transferase); GSSG (Glutationa oxidada); GSH (Glutationa reduzida).



Tabela 2. Tamanho do efeito produzido por trés semanas de EA balanco oxidativo no musculo esquelético.

Variavel Ambiente Padrio Enriquecimento Ambiental Hedges’g
Niveis de MDA 28,91 £7,16 10,81 5,70 2,96
Niveis de Carbonilas 1,12 0,12 0,81 0,27 1,28
Niveis de SOD 41,83 £18,88 91,00 + 33,98 1,59
Niveis de CAT 5,73 £2,23 11,44 + 1,62 3,18
Niveis de GST 0,35 £0,06 0,61 £0,11 3,60
Niveis de GSSG 0,16 £0,01 0,10 £ 0,04 1,71
Niveis de GSH 14,20 1,79 10,76 * 1,96 1,79
Estado Redox 86,40 +4,83 113,5 + 48,86 0,63
Niveis de Sulfidrilas 0,24 0,17 0,27 £ 0,09 0,26

Legenda: MDA (Malonaldeido); SOD (Superéxido Dismutase); CAT (Catalase); GST (Glutationa S
Transferase); GSSG (Glutationa oxidada); GSH (Glutationa reduzida).
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Tabela 3. Tamanho do efeito produzido por trés semanas de EA em niveis séricos de citocinas anti-inflamatorias e pro-inflamatorias ligadas ao perfil Th1/Th2

Variavel Ambiente Enriquecimento Ambiental Hedges’g
Padrio
Niveis de IL-2 12,20 + 0,08 12,48 £ 0,47 0,68
Niveis de IL-4 12,37+ 0,22 12,45+ 0,44 0,20
Niveis de IL-10 21,37 £ 1,99 21,49 £2,77 0,04
Niveis de IL-6 13,79 £ 0,68 12,53 £0,58 2,07
Niveis de IL-17A 12,16 £ 1,79 11,55 £ 0,60 0,58
Niveis de IFN-y 12,88 £ 0,77 12,65 £ 0,69 0,32
Niveis de TNF- o 2471 £ 1,72 2429 £3,01 0,15

Legenda: IL (Interleucina); IFN-g (Interferon Gama); TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa).
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9. DISCUSSAO

A presente dissertagdo teve como objetivo avaliar os efeitos de trés semanas do
enriquecimento ambiental no balango oxidativo hepatico e muscular, bem como na resposta
inflamatoria sérica de camundongos fémeas juvenis. Os nossos resultados demonstram que
trés semanas de exposi¢cdo ao EA foi capaz de modular positivamente o peso corporal, bem
como também, reduziu indicadores relacionados a peroxidacdo lipidica e oxidativa proteica
hepatica e muscular esquelética. Ademais, observamos que a exposi¢ado a tal ferramenta nao
farmacoldgica foi responsavel por potencializar a atividade/niveis das defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas hepaticas e musculares. Bem como também modulou a niveis

séricos de interleucina-6.

Inicialmente nossos dados demonstraram que em trés semanas o EA foi capaz de
reduzir o peso corporal de camundongos, sendo este pardmetro um importante indicador de
satide. Com isso, nossos resultados apontam que o EA foi capaz de reduzir o peso corporal
dentro do periodo de trés semanas de enriquecimento. Evidéncias demonstram, que a
utilizacdo do EA ¢ capaz de regular positivamente o bem-estar, promovendo efeitos positivos
em condic¢des corporais em diferentes modelos animais incluindo roedores (Ishiwari, et al.
2024). Com isso, a reducdo de peso corporal que observamos pode ter sido ocasionada por
diversos mecanismos, dentre eles o aumento na eficiéncia do metabolismo oxidativo,
principalmente através do aumento da atividade locomotora voluntaria. Essa atividade de
locomogdo, atua na promocao de estimulos aerdbios, que servem de gatilho para processos
mitocondriais incluindo a beta-oxidagdo, que por sua vez potencializa lipogénese,
contribuindo para redugdo da adiposidade e melhor controle do peso corporal (Muscella, et

al. 2020)

Em seguida, analisamos no figado e no séleo os niveis de MDA e Carbonilas, bem
como as defesas antioxidantes enzimaticas € ndo enzimaticas. Nos marcadores de estresse
oxidativo em ambos os tecidos, fomos capazes de identificar que trés semanas de EA foi capaz
de reduzir os niveis de peroxidac¢ao lipidica e oxidagao proteica, podendo indicar uma redugao
efetiva do estresse oxidativo. Sabe-se que a reducao significante nos niveis desses compostos
e processos, fornece ao organismo um estado oxidativo mais equilibrado (Prado Lima, et al.
2018). Por outro lado, o desequilibrio no balango oxidativo culminando em danos efetivos em
macromoléculas constituintes da membrana plasmatica, incluindo lipideos e proteinas. Esses

danos, se alastram e podem causar a morte celular programada. Adicionalmente, o estresse
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oxidativo estd presente na fisiopatologia de vérias doengas, desde cardiovasculares e
neurodegenerativas (Guo, et al. 2013). Para combate para tais condi¢des, recomenda-se a
redu¢@o nos niveis de fatores que geram estresse, um aumento das defesas antioxidantes ¢
observado (Prevedello and Comachio 2021). Neste sentido, nossos dados corroboram os
dados da literatura, e apontam que o EA durante trés semanas foi efetivo no aumento da
atividade das defesas antioxidantes enzimaticas no figado e no musculo s6leo. Observamos
também no figado um aumento significativo nos niveis de SOD, catalase e GST, o que sugere
que o EA, pode ser uma ferramenta ndo farmacologica eficaz para mitigar o estresse
oxidativo. O estudo de Cezar et. al. (2019) encontrou um resultado semelhante, onde o
enriquecimento ambiental em ratos hipertensos, foi capaz de aumentar os niveis das defesas
antioxidantes enzimaticas SOD e CAT no bulbo ventrolateral, assim, corroborando que o EA

tem efeito protetor contra o estresse oxidativo em diferentes tecidos.

O sistema antioxidante ndo enzimdatico desempenha um grande papel quanto ao
combate de danos oxidativos, agindo diretamente na neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio, protegendo assim, lipideos, proteinas e o DNA contra danos que podem acometé-
los (Vellosa, et al. 2021). Observamos que o EA foi capaz de reduzir os niveis de GSSG tanto
no figado como no musculo esquelético de camundongos fémeas. Em ambos os tecidos, ndo
houve diferenca em niveis de GSH. No figado foi visto um aumento no estado REDOX e de
Sulfidrilas. J4 no musculo ndo foram observadas diferencas significativas. Contudo, estudos
recentes demonstram que o EA ¢é capaz de melhorar o metabolismo oxidativo e regular niveis
pressoricos em ratos juvenis, e essa reducdo faz com que haja um impacto direto na
modulagdo e estabilizagdo do estresse oxidativo sistémico, afetando também demais 6rgaos

(Sousa, et al. 2019).

Para compreendermos melhor a efetividade do EA, observamos os efeitos de trés
semanas de protocolo para andlise de niveis séricos de citocinas anti e pr6 inflamatorias
ligadas ao perfil Th1/Th2. Visto que as células T auxiliares (Th) desempenham um papel
crucial na resposta imunologica adaptativa, se diferenciando entre dois perfis Thl e Th2. Ja
que cada perfil esta associado a diferentes produ¢des de citocinas influenciando diretamente
na resposta imune, um equilibrio entre ambos os perfis ¢ necessario para que haja a
homeostase imunoldgica. Um desequilibrio pode estar diretamente ligado a diversas
condig¢des patoldgicas que casem disturbios no organismo (Chen and Wang 2022). Com isso,

nosso estudo foi capaz de avaliar no sangue de camundongos fémeas citocinas ligadas a esses
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perfis IL-2, IL-4, e IL-10, onde em relagdo as citocinas anti-inflamatorias, ndo foram
encontradas diferencas significativas em seus niveis apds trés semanas de enriquecimento.
Esses resultados podem ser associados ao tempo de enriquecimento ambiental, visto que o
tempo de exposicao a ferramenta foi de trés semanas, necessitando assim de estudos futuros
para que possa ser comparado o tempo de enriquecimento com a expressao de citocinas anti-

inflamatorias.

Por fim, mas ndo menos importante. Avaliamos também os niveis séricos de citocinas
pro-inflamatérias ligadas ao perfil Th1/Th2. Onde observamos que os nossos dados
demonstraram uma reducdo nos niveis de IL-6 apds trés semanas de enriquecimento
ambiental, o que aponta que pode haver uma melhora na condi¢do metabdlica dos individuos,
podendo estar ligada a perca de peso, j4 que niveis aumentados de IL-6 podem estar
associados a diferentes graus e condi¢des de obesidade. Além também dessa redugdo estar
associada a um menor risco de complica¢des cardiovasculares, j4 que EA aumenta a
capacidade locomotora e exploratoria, modulando positivamente parametros hemodinamicos.
Um aumento de IL-6 a niveis séricos esta associado a doengas cardiovasculares como
aterosclerose e infarto do miocardio (Mehta, et al. 2024). Niveis elevados de IL-6 podem

contribuir para inflamag¢des cronicas das artérias e dor cronica. (Lin, et al. 2023)

10. LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Dentre as limitagcdes do presente estudo, destacamos a necessidade de aumentarmos o
numero de animais na analise de citocinas séricas. Isso, seria fundamental para visualizagdo
de diferengas significantes e efeitos produzidos pelo enriquecimento ambiental. Portanto,
pesquisas futuras podem analisar exposi¢des por periodos mais extensos, com o objetivo de
comparar e elucidar os resultados alcancados. Adicionalmente, se faz necessario avaliar os
niveis de expressao génica de marcadores ligados a resposta inflamatéria nestes tecidos, deste

modo contemplando um maior espectro de analises apds essa ferramenta ndo farmacologica.

11. CONSIDERACOES FINAIS

Trés semanas de Enriquecimento Ambiental foi capaz de reduzir os niveis de
marcadores ligados ao estresse oxidativo, bem como também aumentou os niveis das
defesas antioxidantes enzimaticas hepatica e muscular esquelética. Além disso,
observamos no figado aumento no estado REDOX, bem como nos niveis de sulfidrilas, o
que fomenta uma melhor resposta antioxidante ndo enziméatica. No soleo houve redugao

nos niveis de GSSG. Por fim, identificamos que o EA foi capaz de reduzir
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significantemente o nivel sérico de Interleucina-6 em camundongos fémeas. Esses
resultados apontam para possibilidade da utilizacdo do EA ndo farmacoldgica, viavel e de

baixo custo em condigdes fisioldgicas.
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ANEXOS

PRODUCOES DURANTE O MESTRADO

1. The impact of enriched environments on cerebral oxidative balance in rodents: a

systematic review of environmental variability effects.
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Introduction: The present review aimed to systematically summarize the
impacts of environmental enrichment (EE) on cerebral oxidative balance in
rodents exposed to normal and unfavorable environmental conditions.

Methods: In this systematic review, four databases were used: PubMed (830
articles), Scopus (126 articles), Embase (127 articles), and Science Direct (794
articles). Eligibility criteria were applied based on the Population, Intervention,
Comparison, Outcomes, and Study (PICOS) strategy to reduce the risk of
bias. The searches were carried out by two independent researchers; in case
of disagreement, a third participant was requested. After the selection and
inclusion of articles, data related to sample characteristics and the EE protocol
(time of exposure to EE, number of animals, and size of the environment) were
extracted, as well as data related to brain tissues and biomarkers of oxidative
balance, including carbonyls, malondialdehyde, nitrotyrosine, oxygen-reactive
species, and glutathione (reduced/oxidized).

Results: A total of 1,877 articles were found in the four databases, of which
16 studies were included in this systematic review. The results showed that
different EE protocols were able to produce a global increase in antioxidant
capacity, both enzymatic and non-enzymatic, which are the main factors for
the neuroprotective effects in the central nervous system (CNS) subjected to
unfavorable conditions. Furthermore, it was possible to notice a slowdown in
neural dysfunction associated with oxidative damage, especially in the prefrontal
structure in mice.
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Abstract: This systematic review aims to evaluate the influence of environmental enrichment (EE)
on oncological factors in experimental studies involving various types of cancer models. A com-
prehensive search was conducted in three databases: PubMed (161 articles), Embase (335 articles),
and Scopus (274 articles). Eligibility criteria were applied based on the PICOS strategy to minimize
bias. Two independent researchers performed the searches, with a third participant resolving any
discrepancies. The selected articles were analyzed, and data regarding sample characteristics and
EE protocols were extracted. The outcomes focused solely on cancer and tumor-related parameters,
including cancer type, description of the cancer model, angiogenesis, tumor occurrence, volume,
weight, mice with tumors, and tumor inhibition rate. A total of 770 articles were identified across
the three databases, with 12 studies meeting the inclusion criteria for this systematic review. The
findings demonstrated that different EE protocols were effective in significantly reducing various
aspects of tumor growth and development, such as angiogenesis, volume, weight, and the number of
mice with tumors. Furthermore, EE enhanced the rate of tumor inhibition in mouse cancer models.
This systematic review qualitatively demonstrates the impacts of EE protocols on multiple parame-
ters associated with tumor growth and development, including angiogenesis, occurrence, volume,
weight, and tumor incidence. Moreover, EE demonstrated the potential to increase the rate of tumor
inhibition. These findings underscore the importance of EE as a valuable tool in the management
of cancer.

Keywords: enriched environment; cancer; tumor growth; angiogenesis; pro-oncogenic factor

1. Introduction

Environmental enrichment (EE) is an enhanced mental stimulation method that pro-
motes stimuli, developing memory-demanding tasks due to the socio-environmental con-
text where rodents can interact actively with their complex surroundings [1,2]. In this
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Dear Editor,

We congratulate Sutanto et al. [1] on their excellent study,
which evaluated the impacts of 5-hydroxytryptophan (5-HTP) sup-
plementation on sleep quality and the composition of the intestinal
microbiota in older adults. Firstly, the utilization of participants
over 60 years of age caught our attention, given that much of the
research related to sleep is typically conducted on adults [1]. This
is because the quality of sleep gradually decreases due to morpho-
logical and functional changes that occur during the aging process,
resulting in a reduced ability to initiate and/or maintain sleep [2].
Next, we were intrigued by the investigation into the impact of 5-
HTP supplementation on the composition of the intestinal micro-
biota, since the drug can potentially act to restore imbalances in
this region, including dysbiosis, and can mitigate cognitive impair-
ments caused by sleep deprivation [1,3]. Therefore, we suggest that
future investigations delve into the mechanisms underlying the ef-
fects of 5-HTP, including biochemical and genetic markers related
to sleep and gut health.

The quality and quantity of sleep are closely influenced by both
internal and external factors [2]. While the present study utilized
psychometric tests to assess the participants' levels of depression
and anxiety [1], we overlooked monitoring other potential sleep-
disrupting conditions, such as stress and panic disorder. Consid-
ering that stressful events are recognized as precipitating factors
for insomnia onset [4], we recommend that future research incor-
porates questionnaires and/or scales - such as the Depression, Anx-
iety, and Stress Scale (DASS) - capable of evaluating stress levels and
exploring others specific aspects of individuals' routines, thus mini-
mizing potential biases in interpretation. Furthermore, studies
indicate that the individual or combined use of 5-HTP demon-
strates some efficacy in treating disorders like panic, indicating
that improvements or deteriorations in sleep quality may result
from changes in other psychiatric conditions. Therefore, conducting
additional psychometric assessments would enable the

https://doi.org/10.1016/j.clnu.2024.05.010

identification of other potential confounding factors, which could
also influence sleep patterns positively or negatively.
Furthermore, although Sutanto et al. have conducted waist
circumference measurements, details regarding the measurements
obtained before, during, and after 5-HTP supplementation have not
been fully elucidated. Considering that 5-HTP is also known to pro-
mote decreased food intake and weight loss, it is possible that these
changes could affect waist circumference measurements [5]. There-
fore, we suggest that future studies provide more comprehensive
descriptions of the anthropometric measurements taken and estab-
lish a plan to monitor them over time. This additional attention to
detail would contribute to a deeper understanding of the effects of
this intervention on the composition of the microbiota and overall
metabolic health. Finally, we emphasize the significant contribu-
tion of Sutanto et al. to the scientific community, particularly for of-
fering new perspectives on improving sleep quality in older adults.
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