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RESUMO

O enriquecimento ambiental (EA) ¢ uma ferramenta ndo farmacologica que
promove efeitos psicofisiologicos a nivel sistémico, desde aspectos cognitivos,
metabolicos e sensorio-motores. O estresse oxidativo (EO) se caracteriza pela produgao
excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROS/ERNS), associada a uma
incapacidade do sistema antioxidante em lidar com isto, promovendo danos celulares e
a orgdos essenciais, como o figado e musculo esquelético. O EA ¢ uma interven¢do nao
farmacologica de baixo custo, com eficacia na redu¢ao de compostos pro-oxidativos e
no aumento das defesas antioxidantes em roedores. Objetivo: Avaliar os impactos do
EA sobre indicadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes no figado e musculo
esquelético de camundongos fémeas em idade juvenil. Métodos: Foram utilizados
camundongos fémeas C57BL/6 do biotério de criacdo do Instituto de Imunopatologia
Keizo Asami (iLIKA). Aos 35 dias de vida os animais foram randomicamente alocados
em dois grupos: (G1) Ambiente padrdo (n = 11); (G2) Ambiente Enriquecido (n = 13).
Posteriormente, foram expostos a 3 semanas de EA, com trocas semanais de objetos. Os
animais tiveram acesso a dgua e comida a vontade, sendo pesados semanalmente junto
atroca do padrao de enriquecimento. Resultados: Foi possivel observar uma diminuigao
significativa no peso corporal dos animais apos trés semanas de intervencao (p = 0,04,
A =-6.33%). Os niveis de MDA/Carbonilas no figado diminuiram significativamente (p
=0,0080, A= -78.91%) e (p = 0,0498, A = -12.25%), assim como no musculo (exceto
as carbonilas), (p = 0,0238, A = -42.12%). Observamos um aumento significativo na
defesa antioxidante enzimatica hepatica SOD/CAT/GST, (p = 0,0153, A =236.82%), (p
=0,0006, A =53.00%) e (p = 0,0020, A = 163.63%), assim como no musculo (exceto a
catalase), (p = 0,0027, A =253.84%) e (p = 0,0017, A = 93.54%). Também observamos
uma diminui¢@o nos niveis de GSH/GSSG no figado e musculo esquelético, porém ao
avaliar o estado redox a propor¢ao entre os niveis era significativamente maior no grupo
EA (p = 0,0489, A = 348.36%) e (p = 0,0313, A= 138.42%). Por fim, observamos um
aumento significativo nos niveis de sulfidrilas hepaticas (p = 0,0167, A= 42.85%).
Conclusio: Trés semanas de EA ¢ capaz de promover efeitos positivos no peso corporal

e balanco oxidativo de camundongos fémeas em idade juvenil.

Palavras chaves: Enriquecimento Ambiental. Estresse Oxidativo. Atividade Fisica

Voluntaria. Figado. Musculo Esquelético.



ABSTRACT

Environmental enrichment (EE) is a non-pharmacological tool that promotes
psychophysiological effects at a systemic level, including cognitive, metabolic and
sensorimotor aspects. Oxidative stress (OS) is characterized by the excessive production
of reactive oxygen and nitrogen species (ROS/ERNS), associated with an inability of the
antioxidant system to cope with this, promoting cellular damage and damage to essential
organs, such as the liver and skeletal muscle. EE is a low-cost non-pharmacological
intervention that is effective in reducing pro-oxidative compounds and increasing
antioxidant defenses in rodents. Objective: To evaluate the impacts of EE on indicators
of oxidative stress and antioxidant defenses in the liver and skeletal muscle of juvenile
female mice. Methods: Female C57BL/6 mice from the breeding facility of the Keizo
Asami Institute of Immunopathology (iLIKA) were used. At 35 days of age, the animals
were randomly allocated into two groups: (G1) Standard Environment (n = 11); (G2)
Enriched Environment (n = 13). Subsequently, they were exposed to 3 weeks of EE, with
weekly changes of objects. The animals had access to water and food ad libitum, and were
weighed weekly together with the change of the enrichment pattern. Results: It was
possible to observe a significant decrease in the body weight of the animals after three
weeks of intervention (p = 0.04, A =-6.33%). The levels of MDA/Carbonyls in the liver
decreased significantly (p = 0.0080, A =-78.91%) and (p = 0.0498, A =-12.25%), as well
as in the muscle (except carbonyls), (p =0.0238, A =-42.12%). We observed a significant
increase in the hepatic enzymatic antioxidant defense SOD/CAT/GST, (p = 0.0153, A =
236.82%), (p = 0.0006, A = 53.00%) and (p = 0.0020, A = 163.63%), as well as in the
muscle (except catalase), (p = 0.0027, A = 253.84%) and (p = 0.0017, A = 93.54%). We
also observed a decrease in GSH/GSSG levels in the liver and skeletal muscle, but when
evaluating the redox state, the ratio between the levels was significantly higher in the EA
group (p = 0.0489, A =348.36%) and (p = 0.0313, A = 138.42%). Finally, we observed a
significant increase in hepatic sulthydryl levels (p = 0.0167, A = 42.85%). Conclusion:
Three weeks of EA is able to promote positive effects on body weight and oxidative

balance of female mice at juvenile age.

Key words: Environmental Enrichment. Oxidative Stress. Voluntary Physical Activity.

Liver. Skeletal Muscle.
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1 INTRODUCAO

O enriquecimento ambiental (EA) consiste em uma ferramenta ndo farmacoldgica
que visa proporcionar efeitos psicofisioldgicos a nivel sistémico (Fernandez, Collazo et
al. 2004), (Cechetti, Worm et al. 2012). Evidéncias demonstram que esse modelo surgiu
em 1947, através de Donald Hebb, que ao estudar o comportamento animal percebeu que
a variabilidade ambiental poderia estar relacionada a alteragdes neurofisiologicas e
comportamentais (Muhammad, Magaji et al. 2017). Atualmente, sabe-se que o EA ¢é capaz
de promover melhorias em fungdes cognitivas, incluindo memoria e aprendizagem, bem
como nos aspectos sensorio-motores por meio de objetos inanimados com variabilidade
de formas e texturas inseridos no ambiente. Além disso, preconiza-se uma maior interagao
social através do numero elevado de animais no EA, e promogdo de atividade fisica
voluntaria por aumento do comportamento exploratorio destes animais (Harland and

Dalrymple-Alford 2020), (Suzuki, Minamide et al. 2020).

O metabolismo consiste em um conjunto de reagdes quimicas, de carater
anabolico e catabolico, mediadas por complexos enzimaticos, que visam a manutencao
da homeostase corporal e da vida (Ghoneum, Abdulfattah et al. 2020). No entanto,
alteragcdes na estabilidade metabolica podem promover diversas alteragdes organicas,
incluindo o estresse oxidativo (EO), que se encontra atrelado a fisiopatologia de doencas
cronicas degenerativas, tais como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares e
Alzheimer (Beyfuss and Hood 2018). O EO ¢ caracterizado pelo desbalango entre a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROS/ERNS)
associada a redu¢do da capacidade antioxidante, podendo proporcionar danos na
membrana plasmatica, organelas citoplasmaticas, tais como as mitocondrias e morte
celular programada, afetando o6rgdos fundamentais para o controle energético, como
figado e musculo esquelético (Sies 2015). No entanto, sabe-se que a produgado de espécies
reativas dentro dos limites fisiologicos ¢ importante para manter a homeostase celular

(Blanton, He et al. 2015).

Para contencao do EO e suas consequéncias, varias estratégias t€ém sido estudadas,
dentre elas encontra-se o EA. Evidéncias demonstram que o enriquecimento do ambiente
pode atenuar a producdo de compostos pro-oxidativos, incluindo malonaldeido e

carbonilas, além de potencializar maior atividade das defesas antioxidantes enzimdticas e
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ndo enzimaticas, demonstrando ser uma ferramenta promissora (Mohajan 2025).
Contudo, mesmo com esses efeitos citados anteriormente, ainda ndo sdo claros quais os
reais efeitos do EA em componentes metabolicos e no balango oxidativo de modelos
experimentais. Isto ocorre devido a variabilidade na estruturagdao dos protocolos de EA,
no que se diz respeito ao tamanho do ambiente, quantidade de animais inseridos, tempo
de intervencao, niumero e tipo dos objetos inseridos, entre outros fatores. Com isso, o
objetivo deste estudo ¢ avaliar os impactos do EA sobre indicadores de estresse oxidativo
e defesas antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas no figado e musculo esquelético

de camundongos fémeas em idade juvenil.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 FIGADO

O figado ¢ um 6rgdo essencial para o metabolismo humano, ele possui um papel
importante no metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas (Silverthorn 2017).
Sendo o maior 6rgdo interno do corpo humano, o mesmo possui um papel crucial na
homeostase do organismo. Encontrado na regido superior direita do abdomen, ele ¢
protegido pela caixa toracica e se divide em dois lobos principais: esquerdo e direito. A
vascularizagdo rica ¢ garantida pelo sistema sanguineo portal hepatico, responsavel por
transportar sangue rico em nutrientes vindos do trato gastrointestinal, e pela artéria

hepatica, que fornece oxigénio (Gelfand 1980).

O figado possui uma incrivel capacidade de regeneracdo. Ele consegue retomar
tanto seu tamanho quanto seu volume normal ligeiramente ap6s alguma perda substancial
do tecido hepatico. Isto ocorre, principalmente, por conta do aumento na proliferagdo de
hepatdceitos. Tal processo ocorre de maneira organizada, at¢ que o figado consiga
recuperar seu tamanho natural (Racanelli and Rehermann 2006). Este 6rgdo assegura a
producdo de proteinas plasmaticas, como a albumina, sendo essa a proteina mais
abundante no nosso sangue. Baixos niveis de albumina estdo associados geralmente a

hepatopatias (Bismuth 1986).

2.1.1 COMPOSICAO MORFOLOGICA HEPATICA

Do ponto de vista morfofuncional, o figado é composto por 16bulos, ou seja,
unidades estruturais formadas por hepatdcitos, que se localizam ao redor de uma veia
central (Junqueira and Carneiro 2022). Tais lobulos hepaticos estdo envolvidos por

sinusoides hepaticos responsaveis por facilitar a troca de substancias entre sangue e 0s



17

hepatdcitos. Existe um tipo de macrofago residente presente nos sinusoides, responsaveis
por desempenhar fungdes imunologicas importantes, como a fagocitose de patogenos e
células danificadas, tal macrofago ¢ conhecido como células de Kupffer (Martins and

Neuhaus 2007).

As organelas especializadas como o reticulo endoplasmatico liso e rugoso,
mitocondrias e complexo de Golgi estao localizadas nos hepatdcitos e elas sustentam
diversas fungdes metabdlicas e secretoras. Tal organizagdo estrutural garante a eficiéncia
das funcdes hepaticas que impacta efetivamente em todo organismo (Kruepunga,

Hakvoort et al. 2019).

2.1.2 ASPECTOS FUNCIONAIS HEPATICOS

O figado ¢ um o6rgdo multifuncional, que atua principalmente na regulagcdo do
metabolismo, digestdo e desintoxicacdo (Han, Kang et al. 2016). Dentre suas principais
fungdes, encontra-se sua participagdo no metabolismo de nutrientes. Evidéncias
demonstram que o figado pode controlar os niveis de glicose sanguinea através dos
processos bioquimicos de gliconeogénese, glicogénese e glicogendlise (Moreira 2023).
Além disso, também ¢é responsavel por metabolizar lipideos, sintetizando colesterol,
triglicerideos e lipoproteinas. Em segundo lugar, o figado participa da producdo de bile.
Os hepatocitos sdo responsaveis por produzir a bile, que ¢ um liquido essencial na
digestdo e absor¢ao de gorduras no intestino, além de ajudar na excrecao de substancias
como bilirrubina e colesterol. Em terceiro lugar, desintoxicacdo e biotransformagdo: O
figado elimina e metaboliza toxinas, medicamentos e produtos metabolicos como amonia,
transformando estes em compostos menos toxicos e soluveis, que podem ser excretados

pelo sistema biliar ou pelos rins (Adeva-Andany, Pérez-Felpete et al. 2016).

Armazenamento de nutrientes e vitaminas: O figado armazena glicogénio,
vitaminas (A, D, K, E e B12) e minerais (ferro e cobre) disponibilizando-os quando
necessario, garantindo um equilibrio metabdlico e atendendo as demandas fisioldgicas do
organismo. Glicogénio, vitaminas (A, D, E e K) e minerais como o ferro (na forma de
ferritina) sdo armazenados para suprir o organismo em periodos de baixa ingestdo
alimentar, o ferro também ¢ mobilizado para a produgdo de hemoglobina, enquanto a
vitamina D ¢ convertida em sua forma ativa para regular o metabolismo do calcio e
fosforo (Carneiro 2020). Produgdo de fatores de coagulagdo: Ele sintetiza proteinas

essenciais para a coagulacao do sangue, como protrombina e fibrinogénio, exercendo um
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papel importante no controle de hemorragias. Fungao Imunolégica: Além das células de
Kupfter, o figado atua como um filtro imunolégico, removendo patéogenos circulantes na
circulagdo sanguinea provenientes do trato gastrointestinal (Cahill JR, Ashmore et al.

1958).

Dito isto, o figado é um 6rgdo vital que integra diversos processos metabdlicos,
imunologicos e digestivos (Jones 2016). Sua capacidade de regeneragdo ¢ notavel, no
entanto, a exposi¢ao prolongada a agentes nocivos, como medicamentos hepatotoxicos,
infec¢des e alcool podem comprometer suas fungdes, resultando em doencas hepaticas
(Barrea, Di Somma et al. 2018). A compreensdo do ponto de vista morfofuncional
hepatico ¢ essencial para o estudo de patologias, assim como para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas eficazes (Lemieux and Després 2020).

2.1.3 FIGADO E METABOLISMO ENERGETICO

O figado ¢ um 6rgdo importante, com diversas fun¢des que sdo essenciais para o
controle do metabolismo no organismo. Este 6rgdo atua como um centro metabdlico,
unindo processos que fazem parte do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas.
Fora isso, também desempenha papeis indispensaveis na desintoxicagao, armazenamento

de vitaminas e producao de bile (Guyton Arthur and Hall John 2006).

No metabolismo de lipidios, o figado sintetiza, oxida e guarda acidos graxos, ele
também produz lipoproteinas e colesterol, que sdo fundamentais para a estrutura celular
e a produgdo de hormonios. No metabolismo dos carboidratos, ele controla os niveis de
glicose sanguinea através de processos como glicogendlise, glicogénese e
gliconeogénese, assegurando que a disponibilidade de energia esteja de acordo com as
demandas do organismo. Por fim, no metabolismo de proteina, o figado produz proteinas
plasmaticas, como a albumina, contribuindo assim com a eliminagdo de amdnia por meio

do ciclo da ureia (Carneiro 2020).

Sendo assim, o figado € um 6rgao sensivel a mudancas/alteragdes metabolicas que
sdo associadas a condig¢des patologicas, como a resisténcia a insulina, obesidade e
doencas metabdlicas. Tais condi¢des podem levar a danos hepaticos, como ¢ o caso da
esteatose hepatica (acumulo de gordura no figado), inflamacdo e, em casos severos,
fibrose e cirrose. A conexao entre este 0rgao e o metabolismo o torna um alvo em destaque
para estudos sobre imunometabolismo e doengas sistémicas, desde doengas metabolicas

cronicas ao cancer (Farazi and DePinho 2006).



19

2.3 MUSCULO ESQUELETICO

O musculo esquelético (ME) ¢ um tecido de origem mesodérmica caracterizado
pela presenca de células alongadas denominadas de midcitos, que possuem um citoplasma
rico em fibras proteicas, que concedem as fibras que compdem o tecido a capacidade de
contracdo. Além disso, 0 ME possui uma enorme capacidade adaptativa, ele consegue
suportar diversas exigéncias metabolicas e fisiologicas causadas por agentes estressores.
Esta adaptabilidade do musculo esquelético € um aspecto fundamental para que ele seja
capaz de atuar na regulacdo da homeostase celular e corporal (Hawley and Leckey 2015).
Os musculos esqueléticos correspondem a cerca de 40% de nossa massa corporal total e
¢ um dos trés tipos principais de musculos do corpo humano, juntamente com o cardiaco
e liso, sendo assim, manté-los saudaveis e funcionais ¢ essencial para saide de todo o

corpo (Rezzani and Franco 2021).

Este tecido ¢ controlado pelo sistema nervoso somatico, o que torna um tecido
voluntario. Os neurdnios motores inervam as fibras musculares, esse processo auxilia na
formag¢do da juncdo neuromuscular que recebem impulsos nervosos, fazendo com que a
contragdo muscular ocorra, mediante a liberacdo de neurotransmissores, como a
acetilcolina. Os neurotransmissores sdo substancias quimicas que atuam como
mensageiros no sistema nervoso, enviando e recebendo sinais entre neuronios e células-
alvo, como os musculos esqueléticos. Tais substancias sdo essenciais para comunicacao
e transmissao de informagdes ao longo do sistema nervoso e, sem eles, por exemplo, ndo

seria possivel realizar as contragdes (Frontera and Ochala 2015).

2.3.1 CONTRACAO MUSCULAR

O ME ¢ um 6rgao capaz de transformar energia quimica em energia mecanica, ou
seja, capaz de realizar movimentos através de contracdes musculares. A contragdo ¢
conceitualmente conhecida como a ativagao das fibras musculares com a intengao destas
se encurtarem (Bersheim and Bahr 2003). Os diversos musculos esqueléticos do corpo
humano s3o formados por centenas de milhares de fibras musculares e, cada fibra possui
as proteinas contrateis, principalmente actina e miosina, formando os filamentos finos e
grossos, sendo encontrados paralelamente nas miofibrilas que compdem as fibras
musculares. As miofibrilas que estdo paralelamente dispostas apresentam um padrao de
bandas claras e escuras arranjadas em série e, essa organizagao altamente estruturada ¢

responsavel por tal aparéncia estriada destes musculos (Delbono, Rodrigues et al. 2021).
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Além disso, grande parte da energia biodisponivel na forma de adenosina
trifosfato (ATP) produzida ao longo de um dia normal ¢ consumida por eles. Os musculos
usam o ATP tanto para manutenc¢do dos gradientes idnicos como para contragdo muscular.
Além disso, o ME ¢ rico em creatina fosfato, uma reserva energética utilizada em
momentos de rapida produgao de ATP, ou seja, em situagdes em que nos deparamos com
cargas de trabalho intensas, mas de curta dura¢do, uma vez que nossos estoques de
creatina no musculo sdo relativamente baixos (Brooks 2003). Os musculos consistem
basicamente de duas proteinas filamentosas, sendo elas: actina e miosina. Tais proteinas
utilizam ATP na presenca de célcio, levando a contragao muscular. A quantidade de célcio
no citoplasma muscular (sarcoplasma) ¢ relativamente baixa, mas aumenta
significativamente em cerca de 100 vezes, em resposta a estimulos nervosos, levando a

contragao (Exeter and Connell 2010).

2.3.2 METABOLISMO NO MUSCULO ESQUELETICO

Os compostos primordiais para o musculo sdo a glicose, dcidos graxos e corpos
cetonicos. Em seu estado de repouso, os acidos graxos sdo os principais substratos
utilizados, proporcionando 85% das necessidades energéticas. O ME difere do cérebro e
de outros 6rgdos por possuir um grande depdsito de glicogénio armazenado, cerca de 75%
do glicogénio ¢ armazenado no musculo. Este glicogénio ¢ rapidamente transformado em
glicose e utilizado como fonte de energia em momentos de atividade muscular moderada.
Os musculos possuem relagdo entre a disposicdo e fungdo das proteinas e exibem a
conservagao da energia quimica ATP como energia conformacional da proteina muscular.
Tanto a glicolise quanto o metabolismo dos lipidios sdo fundamentais para o
funcionamento dos musculos, a prevaléncia por vias aerdbias/anaerdbias varia de acordo
com as caracteristicas do musculo e a atividade que estd sendo realizada (Richter and

Hargreaves 2013).

Os musculos brancos necessitam primeiramente do glicogénio e da glicdlise
anaerdbica para breves consumos energéticos. Ja os musculos vermelhos, ao iniciar
alguma atividade fisica também necessitam da glicogenolise e da glicolise, mas ao
decorrer da mesma convertem o metabolismo de gorduras para uma producdo mais
prolongada de energia e, além disso, em repouso essas musculaturas também utilizam as

gorduras como fonte primaria de energia (Mengeste, Rustan et al. 2021).

2.4 METABOLISMO
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O metabolismo ¢ conhecido comumente por ser uma série de reagdes quimicas
mediadas por diversas enzimas ligadas a transformacao de compostos quimicos, de uma
maneira cuidadosamente estabelecida. Todos os seres vivos precisam de acesso continuo
a energia para trés propositos, sendo eles: (1) a realizagdo de trabalho mecanico através
da contragdo muscular e outros movimentos celulares, (2) o transporte eficiente de
moléculas e iontes e (3) a formacdo de macromoléculas e outras moléculas bioldgicas a
partir de simples precursores. A energia independente usada nestes procedimentos é
derivada do ambiente, esta energia quimica ¢ obtida através da oxidagdo de alimentos,
por exemplo. Sendo assim, pode-se afirmar que o metabolismo, dentre suas varias
fungdes, ocorre com a finalidade de manter a homeostase corporal e a vida (Westerblad,

Bruton et al. 2010).

2.4.1 REACOES ANABOLICAS E CATABOLICAS

O metabolismo constitui-se de reagdes quimicas que produzem energia e de
reacdes quimicas que precisam de energia. Existem diversas vias definidas nas células e,
tais vias sao interdependentes, assim como sua atividade ¢ controlada de maneira
extremamente sensivel de comunicagio. E possivel dividir as vias metabolicas em duas
classes amplas: (1) as que modificam energia para formas biologicamente utilizaveis e
(2) as que precisam de energia para acontecerem. Por mais que tais divisdes ndo sejam
extremamente precisas, ela €, contudo, uma importante diferenciagdo quando se examina
o metabolismo. As reagdes que convertem 0S compostos energéticos
(alimentos/substratos) em energia sdo denominadas reagdoes de quebra/degradacdo, ou
seja, catabolicas, estas reacdes sdo chamadas habitualmente de catabolismo. Por outro
lado, as reacdes que precisam de energia, como por exemplo a sintese de lipidios, DNA
ou glicose, sdo denominadas de reagdes anabolicas ou de anabolismo (Morgan and

Partridge 2020).

Os meios aproveitaveis de energia que se formam no catabolismo sdo empregados
ao anabolismo, para que seja possivel a formagao de estruturas mais complexas, através
das simples. Existem vias que podem ser tanto anabdlicas quanto catabdlicas, tudo
dependera das condigdes energéticas da célula. Essas vias sdo conhecidas como vias
anfibolicas. Uma regra geral do metabolismo, diz que as vias de biossintese e as de
degradacao na maioria das vezes diferem. Tal divisdo ¢ necessaria e ocorre por razdes
energéticas, facilitando o controle do metabolismo. Sabe-se que as vias metabdlicas sdo

formadas através de reagdes individuais. Uma via metabolica precisa satisfazer ao menos
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dois critérios: (1) as reagdes individuais precisam ser especificas, ou seja, ela resultard
apenas em um produto ou conjunto produtos em especifico derivados de seus reagentes e
o papel das enzimas ¢ estabelecer esta especificidade (2) o conjunto total de reacdes que

formam a via precisa ser termodinamicamente favoravel (Beyfuss and Hood 2018).

2.4.2 PRODUCAO DE ATP

No metabolismo, o ATP ¢ a “moeda” universal de energia livre em sistemas
biologicos. Digamos que assim como o comércio ¢ facilitado através do uso de uma
moeda de troca (dinheiro), o comércio da célula, ou seja, o metabolismo, € facilitado com
a utilizacdo desta moeda de energia, o ATP. Por¢des da energia solta proveniente da
oxidacao dos alimentos e da luz é convertida em ATP, uma vez convertido, o ATP atua
como doador na maioria dos processos que precisam de energia, tais como transporte
ativo, biossintese e movimento. A maioria das reagdes catabolicas é constituida de reagdes
que retiram energia de moléculas energéticas, como lipideos e glicidios, e os transforma
em ATP (Gomes, Martinez et al. 2017). O ATP ¢ um nucleotideo formado por uma
adenina, uma ribose ¢ uma unidade trifosfato. Considerando que o ATP ¢ uma moeda
carregadora de energia, pode-se destacar sua parte trifosfato, uma vez que ela possui duas
ligacdes de anidrido fosforico. Sendo assim, ao sofrer hidrdlise para adenosina difosfato
(ADP), 0 ATP ¢ capaz de liberar grande quantidade de energia (Distefano and Goodpaster
2018).

Partindo de uma visao global, ¢ possivel afirmar que a energia proveniente dos
alimentos ¢ extraida em trés etapas. Hans Krebs exp0Os essas etapas da producdo de
energia a partir da oxidagdo de alimentos. A principio as grandes moléculas de alimentos
sao degradadas em partes menores. Este processo ¢ conhecido como digestdo. Os lipideos
sao hidrolisados a glicerol e 4cidos graxos, os poliosideos a oses, como as glicoses e as
proteinas sdo hidrolisadas a aproximadamente 20 tipos de aminoacidos. Nenhuma energia
¢ coletada nesta fase, ¢ apenas uma preparacao. Na proxima etapa, as pequenas moléculas
sdo quebradas em unidades menores, desempenhando um papel essencial no
metabolismo. A maioria dessas moléculas (glicerol, oses, acidos graxos e aminoacidos)
sdo convertidas em acetil-CoA. Algumas moléculas de ATP sdo produzidas nesta etapa.
Por fim, na ultima etapa, o ATP ¢ formado através da oxidacdo da molécula de acetil-
CoA. Esta etapa ¢ formada pelo ciclo acido citrico/ciclo de Krebs e pela fosforilagao
oxidativa, sendo essas as vias finais de oxida¢do das moléculas alimentares (Paquot

2019).
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2.5 ESTRESSE OXIDATIVO

A principio, o metabolismo aparenta ser assustador, por conta de incontaveis
reagentes e reagdes. No entanto, existem maneiras uniformes que tornam o entendimento
mais claro. Uma vez que se tem uma base sobre o que se trata o metabolismo, € importante
enfatizar possiveis complica¢des que podem surgir a partir do mal funcionamento dele.
Dentre elas, esta o estresse oxidativo (EO). Este fenomeno ocorre devido ao desbalanco
entre a produgdo excessiva de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante mediados por enzimas, ou ndo (Nelson and Cox 2022). A producao de
radicais livres (RL), por sua vez, ¢ um processo fisiologico, que possui fungdes bioldgicas
importantes. Ao longo dos processos metabolicos, estes radicais trabalham como
mediadores na transferéncia de elétrons em diversas reagdes bioquimicas. Sua formagao
em quantidades adequadas torna possivel a producdo de ATP através da cadeia
transportadora de elétrons, permite também a fertilizacdo do dvulo, a ativacio de genes e
a participagdo em mecanismos de defesa durante processos infecciosos (Jones 2008).
Contudo, existem situagdes em que ocorre o desempareclhamento de elétrons nestes
compostos, que passam a assumir a forma de espécies reativas, principalmente de
oxigénio. O excesso na producdo de EROS/ERNS pode levar a danos oxidativos

(Creczynski-Pasa and Antonio 2004).

As defesas antioxidantes possuem a fun¢do de limitar os niveis intracelulares das
espécies reativas e controlar os danos causados. Como dito antes, o EO acontece devido
ao desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, a favor da producao em
excesso de espécies reativas, ou da diminuicdo da velocidade de remocao delas. Este
processo resulta na oxidagdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes
biologicas e/ou desbalango homeostatico, cujo resultado € o dano oxidativo potencial em
células e tecidos. Quando este processo se torna cronico, ele tem implicagcdes
significativas sobre o processo etiologico e diversas enfermidades cronicas, dentre elas a

diabetes, obesidade, aterosclerose, transtornos neurodegenerativos e cancer (McGlynn

2017).

Sendo assim, ¢ importante entender os principais meios que geram o excesso de
espécies reativas, assim como a a¢do dos agentes mais significativos do sistema de defesa
antioxidante, destacando seus acometimentos sobre os marcadores de estresse oxidativo.

Este sistema ¢ normalmente dividido em enzimatico (superdxido dismutase, catalase,
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glutationa e peroxidase) e ndo enzimatico (sdo constituidos por diversas substancias

antioxidantes, tendo origem dietética ou enddgena (Bonora, Patergnani et al. 2012).

2.6 COMPONENTES DA DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICA E NAO
ENZIMATICA

A Superdxido Dismutase (SOD), ¢ uma enzima antioxidante com um papel
fundamental na prote¢ao das células contra o estresse oxidativo, sendo responsavel por
catalisar a conversao do radical superoxido (O2"), um subproduto reativo e potencialmente
toxico do metabolismo celular, em oxigénio molecular (O2) e peroxido de hidrogénio
(H202), que ¢ menos prejudicial. A Catalase (CAT), ¢ uma enzima antioxidante
importante no metabolismo das células, a CAT possui a fun¢do de decompor o peroxido
de hidrogénio (H20>), o transformando em agua (H>O) e oxigénio molecular (Oy). Tal
reagdo impede que o peroxido de hidrogénio se acumule nas células e forme espécies
reativas de oxigénio (EROs) mais perigosas. Glutationa S Transferase (GST), ¢ uma
familia de enzimas multifuncionais responsaveis pela detoxificagdo celular e na protegao
contra o estresse oxidativo. As GSTs catalisam a conjugacdo da Glutationa (GSH), um
tripeptideo antioxidante, com compostos eletrofilicos tdxicos, como os xenobidticos e
subprodutos reativos do metabolismo, realizando assim a excre¢ao de maneira mais facil

e diminuindo seus efeitos prejudiciais (Barbosa, Costa et al. 2010).

A Glutationa Oxidada (GSSG) ¢ uma forma oxidada da Glutationa Reduzida
(GSH). No combate ao estresse oxidativo, a GSH doa elétrons para neutralizar EROs e
outros radicais livres, tornando as células protegidas de possiveis danos. Ao longo desse
processo, duas moléculas de GSH se oxidam e se ligam através de uma ponte dissulfeto,
formando GSSG. O equilibrio entre os niveis de GSSG e GSH ¢ um indicador importante
do estado redox da célula, por exemplo: Uma alta propor¢ao de GSSG/GSH pode indicar
que a célula estd num ambiente redutor saudavel, com boa capacidade antioxidante.
Enquanto uma baixa proporcdo entre os niveis de GSSG/GSH pode sinalizar estresse
oxidativo, que por sua vez, € associado a condi¢des de inflamacao e doencas metabdlicas

(Lehninger 2004).

As Sulfidrilas sao um grupo funcional e se caracterizam por um atomo de enxofre
(S) ligado a um atomo de hidrogénio (H). As sulfidrilas desempenham um papel
importante na regulacdo e formagao de processos celulares, por exemplo: Sdo substancias

reativas capazes de participar de diversas reagdes bioldgicas importantes, como a



25

oxidagdo (formando pontes dissulfeto (-S-S-), sendo essenciais para a estabilidade de
proteinas. Além disso, moléculas que possuem Sulfidrilas, como a GSH, tém
propriedades antioxidantes importantes, como as citadas anteriormente), (Cox, Lehninger

et al. 2006).

2.7 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Seguindo deste ponto de vista, EA ¢ descrito como uma ferramenta nao
farmacologica experimental onde os animais sao acomodados em um ambiente que ¢
capaz de aprimorar as interagdes sociais, estimulacdo motora, cognitiva e sensorial. Este
modelo se baseia em trés pontos de vista: o aspecto social, a estrutura do ambiente e as

atividades que o animal poderd realizar nele (Graham and White 2016).

A exposi¢do de animais a uma diversidade de estimulos como tineis, brinquedos,
rodas de corrida e outros permitem que o animal desempenhe o seu comportamento
natural. A interacdo social ¢ essencial para roedores e consegue ser feita ao se permitir
contato visual, auditivo, fisico ou olfativo com outros animais. Em relagdo a pratica de
atividade fisica voluntaria, ¢ uma grande oportunidade de estimular a capacidade fisica e
cognitiva do animal, além de também os estimular socialmente. Tal pratica tem como
objetivo promover a melhora em aspectos psicofisiologicos naqueles animais (Love,

Gubert et al. 2022).

Tais modificagdes ambientais vém sendo iniciadas em ambientes de pesquisas e
laboratoriais e os resultados se mostram capazes de estimular o comportamento natural
dos animais, fazendo com que eles voluntariamente interajam com os objetos dentro do
ambiente, matando assim sua curiosidade por eles e suas respectivas necessidades. Em
ambiente padrdo esses animais sao privados de tudo isso e apresentam sinais de estresse,
comportamento anormal, sofrimento e doenca. Ao inserir objetos no ambiente para que
os animais possam interagir, ¢ possivel observar maior controle diante do ambiente em
que estdo inseridos e isso reflete em uma diminui¢do nos niveis de estresse, ou seja, 0 EA

¢ capaz de aumentar a resiliéncia ao estresse desses animais (Crofton, Zhang et al. 2015).

Ainda ndo existe um padrdo especifico ou critérios bem estabelecidos para esta
intervencdo e, por conta disso, existe uma grande variedade de protocolos sendo
utilizados na literatura, que por consequéncia, geram resultados distintos e de dificil

interpretacdo. Mudangas nos objetos inseridos no ambiente, assim como no tamanho do
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ambiente e no nimero de animais podem resultar em resultados diferentes sobre esses

animais (Simpson and Kelly 2011).

Na maioria das vezes, dois pontos sdo levados em consideracdo nas intervengdes
com enriquecimento ambiental: a idade dos animais utilizados e a duragdo do protocolo
de enriquecimento. Acredita-se que a plasticidade do cérebro esta associada a idade e a
duragcdo do estimulo. Sendo assim, esses dois pontos estardo ligados as mudancas
comportamentais causadas pelo enriquecimento ambiental. No entanto, para que o
protocolo de enriquecimento continue gerando estimulos, parece existir a necessidade de
que o estimulo seja realizado durante periodos de tempo especificos, ou seja, apos alguns
dias ou ap6s uma semana, deve-se remanejar o ambiente, trocando os objetos de lugares,
trocando os tipos de objetos, as cores e entre outras mudangas, para que o animal continue
se sentindo de fato em um ambiente enriquecido, despertando sempre o instinto

exploratorio do animal diante de novos objetos e atividades (Ismail, Yap et al. 2021).

Existe mais de uma forma de enriquecimento ambiental, tudo depende do tipo de
estimulo que se pretende promover nos animais, dos resultados esperados e de que forma
isso serd benéfico para o animal (Lambert, Fernandez et al. 2005). Na maioria das vezes
o comportamento anormal desses animais esta relacionado com os niveis de estresse que
sdo impostos para eles naquele determinado ambiente. Uma das formas mais conhecidas
de EA ¢ aquela com um local rico em diferentes tipos de objetos, com um bom nimero
de animais para promover o estimulo social € um tamanho superior ao de ambientes
padrdes, permitindo assim que o animal tenha a chance de interagir com outros da sua
espécie e com os objetos ali inseridos, que despertam o seu instinto exploratorio natural
(Bayne 2018). Este tipo de enriquecimento ¢ frequentemente usado em laboratdrios.
Outra forma de enriquecimento € o alimentar, a maneira como as comidas sao dadas aos
animais € um exemplo. A oferta de diferentes tipos de alimentos, assim como as diferentes
formas de oferecé-los ¢ uma forma de EA para o animal (Hobbiesiefken, Mieske et al.
2021). Essas mudancas estimulam a procura da comida pelos animais, podendo melhorar
o seu estado nutricional. No entanto, pela falta de padronizagao na dieta dos animais, este
tipo de experimento € inconveniente nos laboratérios, o que por consequéncia pode

prejudicar os resultados da pesquisa (Speck, Gomes et al. 2023).

Pesquisas laboratoriais com animais afirmam que o EA ¢ capaz de reduzir os danos
oxidativos em roedores, tanto em tecidos cardiacos quanto em musculares. No entanto,

esta diminuicdo nem sempre ¢ seguida de um aumento na atividade das defesas
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antioxidantes. Em sua maioria, os estudos apresentam uma diminui¢do nos niveis de
compostos oxidantes, como as carbonilas, ¢ um aumento na atividade antioxidante,
tornando o ambiente metabdlico estavel e indo em direcdo oposta ao estresse oxidativo.
Porém, como os protocolos de intervengao ainda nao sao totalmente claros e possuem
varias divergéncias no que se diz respeito ao tempo de intervencao, ao nimero de animais
e objetos inseridos no ambiente, assim como o tipo dos objetos e o tamanho do ambiente,
se faz necessario a producdo de novos estudos nessa area, a fim de esclarecer estes

protocolos e resultados (Zhang, Yuan et al. 2021).

3 HIPOTESE

Verificar se o EA ¢ capaz de modular positivamente o balanco oxidativo de

camundongos fémeas com 60 dias de vida em situacdes ndo patologicas.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os impactos do EA sobre indicadores de estresse oxidativo e defesas
antioxidantes enzimdticas e ndo enzimaticas no figado e musculo esquelético de

camundongos fémeas em idade juvenil.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
AVALIAR NO FIGADO E MUSCULO ESQUELETICO DE CAMUNDONGOS:

e Indicadores de Estresse oxidativo (Malonaldeido e Carbonilas);

e Defesas antioxidantes enzimaticas (Superdéxido Dismutase - SOD; Catalase e
Glutationa S Transferase — GST);

e Defesas antioxidantes ndo enzimaticas (Glutationa reduzida — GSH; Glutationa
Oxidada — GSSG; Estado REDOX — GSH/GSSG, Tidis Totais);

e Dimensionar a magnitude dos efeitos produzidos pelo enriquecimento ambiental

sobre os marcadores de estresse oxidativo e peso corporal dos camundongos.

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 oriundos do biotério
de criagao do Instituto de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco (iLIKA). Os animais foram mantidos em biotério de experimentacdo com

temperatura de 22°C + 2. Além disso, eles tiveram consumo de dgua e ra¢do comercial
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padrdo (Nuvilab CR1, Nuvital®) ad libitum. Aos 35 dias de vida, os camundongos foram
randomicamente alocados em 2 grupos: (G1) Ambiente padrdo (n = 11); (G2) Ambiente
Enriquecido (n = 13) com durag¢do de 3 semanas, seguindo as devidas recomendagdes
para altura, largura e profundidade para os dois padroes ambientais.

5.2 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Para intervir com o enriquecimento ambiental, inicialmente foi realizada a
padroniza¢do do modelo para os camundongos C57BL/6. Este consistiu na adi¢do de
objetos inanimados capazes de produzir estimulacio sensorial, cognitiva e locomotora,
através do comportamento exploratério de roedores. Adicionalmente, segundo os
diferentes protocolos publicados na literatura cientifica recomenda-se que o niimero de
animais seja maior, bem com o espago da gaiola em comprimento, largura e altura, em
relacdo aos animais do ambiente padrdo visando estabelecer maior capacidade de
sociabilizagdo. Sendo assim, em nosso trabalho, utilizou diferentes objetos de pléstico
(tineis, escadas, brinquedos), madeira (brinquedos e tocas) e rodas de corrida. As
dimensoes de cada gaiola foram as seguintes: Enriquecimento ambiental: comprimento:
44 cm x altura:17 cm x largura: 30 cm; Ambiente Padrao: comprimento: 27 cm x altura:
12 cm x largura:17 cm. Visando potencializar ssmanalmente o aumento na complexidade

e variabilidade do ambiente, a cada semana a posicao dos objetos era modificada, bem

como seu namero era aumentado a cada semana durante 3 semanas.

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

5.3 EUTANASIA, TECIDOS BIOLOGICOS E MATERIAIS BIOLOGICOS
Para eutanésia utilizaremos o cloridrato de Ketamina (0,ImL/ Kg) e Xylasina, (10
mg/Kg) com aplicacdo peritoneal para retirada do figado, misculo esquelético extensor

longo dos dedos (EDL) de ambas patas. Os tecidos serdo homogeneizados em tampao de
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extracdo (Tris base 100 mM, pH 7.5; EDTA 10 mM; NP 40 (0,1%) e inibidores de
protease).

5.4 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracdo de proteina da suspensdo de cada tecido foi determinada pelo
método de Bradford (Bradford 1976, He 2011). Este complexo absorve em comprimento
de onda de 595 nm. A absorbancia serd considerada diretamente proporcional a
concentracdo de proteina na solugdo analisada, onde uma solugdo de albumina de soro

bovino a 1% sera utilizada como padrao.

6. BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

6.1 MEDIDA DA SUBSTANCIA REATIVA AO ACIDO TIOBARBITURICO
(TBARS)

Para dosagem de malonaldeido (MDA) foi utilizada a técnica colorimétrica de
Buege e Aust (1978), com finalidade de avaliar a peroxida¢do lipidica. Para isso, uma
aliquota do homogenato de cortex pré-frontal e hipocampo foram associadas ao acido
tricloroacético (TCA) a 30% e Tris-HCL (3mM, pH 7,4) apds este momento foi
realizada uma centrifugagdo a 3.000 rota¢des por minuto (RPM) em 10 minutos e adig@o
de 4cido tiobarbittrico a 0,73%, reagindo com os produtos da peroxidacao lipidica e
formando um composto de coloragdo 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

miligrama (mg) de proteina (Buege and Aust 1978).
6.2 OXIDACAO PROTEICA

Para avaliagdo do nivel de oxidagdo de proteinas foi realizada a analise de
carbonilas descritas por Reznick e Packer (1994). Ao homogenato, mantido em gelo, foi
adicionado TCA 30% e levado a centrifuga por 14 minutos a 1.180g. Apos centrifugagao
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 agitacdes programadas a cada 15 minutos. Apos periodo de 28 minutos
de incubagdo, as amostras foram lavadas em tampao etil/acetato e centrifugadas trés
vezes e o pellet ressuspendido em 6M de hidrocloreto de guanidina, incubado por 30
minutos a 37°C e a absorbancia verificada a 370nm. Os resultados foram expressos em

uM/mg de proteina (Reznick and Packer 1994).
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6.3 ATIVIDADE ENZIMATICA ANTIOXIDANTE
6.3.1 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi avaliada através do método da oxidagao
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).
6.3.2 CATALASE (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada através da decomposi¢do do perdxido
de hidrogénio (H203), verificada por uma absorbancia de 240 nm numa temperatura de
20°C. Em um meio de reagdo, contendo tampao fosfato SOmM (pH 7,0) amostra e H>0O»
0,3mM. A absorbancia foi analisada durante 3min e os resultados expressos em U/mg

(Hugo and Lester 1984).
6.3.3 GLUTATIONA S TRANSFERASE (GST)

Foi realizada a atividade da Glutationa-S-Transferase (GST) descrita por Habig
(1974). O procedimento constituiu da adicdo de tampao fosfato de potassio 0,1M (pH
6,5); EDTA 1mM; GSH ImM; amostra e 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) ImM. A
atividade enzimatica foi avaliada a partir da formacdo de 2,4-dinitrofenil-s-glutationa
(DNP-SG) por minuto a 30°C, sendo monitorada via espectrofotdmetro com
comprimento de onda igual a 340nm. A atividade da GST foi expressa em U/mg proteina

(Habig and Pubst 1974).

6.4 ATIVIDADE NAO ENZIMATICA ANTIOXIDANTE

6.4.1 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH), OXIDADA (GSSG), E ESTADO
REDOX (GSH/GSSG)

O meio para realizagdo 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 incubag¢do, sua
fluorescéncia foi analisada em um comprimento de excitacdo 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 adi¢cdo do tampao NaOH 0.1M ao meio. Em seguida, as amostras foram incubadas
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com o-Phthaldialdeido (OPT) Img/mL em temperatura ambiente por 15 minutos e
tiveram sua fluorescéncia comparada a uma curva de concentragdes conhecidas de
GSSG. O estado redox foi determinado pela razio GSH/GSSG como previamente
descrito (Hissin and Hilf 1976).

6.4.2 SULFIDRILAS

O conteudo total e do grupo sulfidrila ligado a proteina foi descrito por Aksenov
e Markesbery (2001) (Aksenov and Markesbery 2001). A reducao de 5,5-ditiobis (acido
2-nitrobenzoico) pelos grupos tiol foi medida em homogenato de 200 mg de proteina,
resultando na gera¢do de um composto como pigmentagdo amarela, cuja absor¢do ¢é
medida espectrofotometricamente a 412 nm (Ellman 1959, Walmsley, Abernethy et al.

1987).

6.5 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado no Comité de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), com nimero de protocolo
0051/2023. O cuidado com os animais seguiu as recomendacdes do National Institutes
of Health (NIH).

6.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise exploratoria dos dados foi associada ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. E seguida, a comparagdo entre os grupos foi realizada através do teste T
Student ndo pareado ou U Mann-Whitney, a depender da distribui¢do normal. Por fim,
para comprovacgao dos possiveis efeitos produzidos 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). O valor de significancia sera estabelecido
em p<0.05, as andlises serdo realizadas através do software GraphPad Prisma v.9.

7 RESULTADOS
7.1 EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NO PESO CORPORAL

Inicialmente, analisamos os impactos do EA no peso corporal médio de
camundongos fémeas durante o periodo de trés semanas de protocolo. Para verificar a
homogeneidade do peso corporal entre os grupos, analisamos seus valores médios antes
do inicio do protocolo de EA e ndo encontramos diferencas significativas (SE: 16,23 +
5,30g vs EA: 16,62 + 5,81, p = 0,86), (Figura 2A). Da mesma forma, ap6s a primeira
semana de intervencao com EA, ndo observamos significancia (SE: 18,00 + 3,97 vs EA:

19,23 +2,52, p=0,38), (Figura 2B). Apos a segunda semana de intervengao, observamos
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um aumento significativo no peso corporal no grupo EA, quando comparado ao SE (SE:
18,36 £ 1,12 vs EA: 23,38 + 3,38, p = 0,0005), (Figura 2C). Entretanto, ao final das 3
semanas do protocolo EA, observamos uma diminui¢do significativa no peso corporal
no grupo EA quando comparado ao SE (SE: 20,67 + 1,03 vs EA: 19,36 + 1,28, p =0,04),
(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 SE:n=11); (B) Semana 1 (EA:n=13e SE:n=
11); (C) Semana 2 (EA:n=13 e SE: n=11); (D) Semana 3 (EA:n=11 e SE: n=6). p=10,86; p =0,38;
p =0,0005; p = 0,04.

7.2 EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL SOBRE MARCADORES
DE ESTRESSE OXIDATIVO NO FiGADO

Em seguida, avaliamos os efeitos de trés semanas de EA nos biomarcadores de
estresse oxidativo hepatico. Ao analisar os niveis de malonaldeido (MDA), um indicador
de peroxidacdo lipidica e dano celular, observamos que trés semanas de EA foram
capazes de diminuir significativamente os niveis de MDA quando comparado ao grupo

SE (SE: 95,77 + 27,08 vs EA: 20,19 £ 11,14, p = 0,0080), (Figura 3A). Além disso,
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avaliamos carbonilas responsaveis pela oxidagdao de proteinas. O EA também reduziu
significativamente os niveis de oxidacao de proteinas quando comparado ao grupo SE

(SE: 1,55 £ 0,09 vs EA: 1,36 £ 0,11, p = 0,0498), (Figura 3B).
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Figura 3. Dados sobre marcadores de estresse oxidativo hepaticos de camundongos fémeas apods trés
semanas de enriquecimento ambiental. (A) Malonaldeidos (SE: n =4 e EA: n="7); (B) Carbonilas (SE: n
=3eEA:n=7). p=0,0080; p=0,0498.

7.3 EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL SOBRE DEFESA
ANTIOXIDANTE ENZIMATICA HEPATICA (SOD/CATALASE/GST)

Foi avaliado o efeito de trés semanas de EA sobre a defesa antioxidante
enzimatica hepatica. Ao analisar os niveis de SOD, observou-se que trés semanas de EA
foram capazes de aumentar significativamente os niveis de SOD quando comparado ao
grupo SE (SE: 26,16 + 16,80 vs EA: 89,83 + 7,679, p = 0,0153), (Figura 4A). Além
disso, avaliou-se os niveis de Catalase (CAT). O EA também aumentou
significativamente os niveis de CAT apds 3 semanas de intervencdo, quando comparado
ao grupo SE (SE: 6,989 + 0,4993 vs EA: 10,58 + 1,304, p = 0,0006), (Figura 4B). Por
fim, foram avaliados os niveis de Glutationa S Transferase (GST). O EA, apds 3
semanas, também foi capaz de aumentar significativamente os niveis de GST, quando
comparado ao grupo SE (SE: 0,9960 + 0,2361 vs EA: 2,616 + 0,5940, p = 0,0020),
(Figura 4C).
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Figura 4. Dados sobre atividade antioxidante enzimatica hepatica de camundongos fémeas apos trés
semanas de enriquecimento ambiental. (A) Superdxido Dismutase (SE: n =3 ¢ EA: n = 6); (B) Catalase
(SE: n=3 e EA: n = 6); (C) Glutationa S Transferase (SE: n=3 e EA: n=15). p=10,0153; p = 0,0006; p
=0,0020.

7.4 EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL SOBRE DEFESA
ANTIOXIDANTE NAO ENZIMATICA HEPATICA (GSSG/GSH/ESTADO
REDOX)

Foram avaliados os niveis de Glutationa oxidada (GSSG) e Glutationa Reduzida
(GSH) no figado. Ap6s 3 semanas de EA, foi possivel perceber uma diminuicio
significativa nos niveis de GSSG, quando comparado ao grupo SE (SE: 1,627 + 0,4895
vs EA: 0,4819 + 0,3940, p = 0,0338), (Figura 5A). Além disso, também foi possivel
observar uma diminui¢do nos niveis de GSH do grupo EA, quando comparado ao grupo

SE (SE: 10,82 + 2,727 vs EA: 7,921 £ 1,923, p = 0,1960), (Figura 5B).

O equilibrio entre os niveis de GSSG e GSH ¢ um indicador importante do estado
redox da célula, sendo assim, também foi avaliado o estado redox apos 3 semanas de

EA, e foi possivel perceber uma proporcao significativamente elevada entre os niveis de
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GSSG/GSH no grupo enriquecido, quando comparado ao grupo SE (SE: 6,727 + 0,8388
vs EA: 30,13 £ 14,62, p = 0,0489), (Figura 5C).

7.5 EFEITOS DO EA SOBRE OS NIVEIS DE SULFIDRILAS NO FiGADO

Posteriormente, foram avaliados os niveis de Sulfidrilas hepaticos. Apos 3
semanas de EA, observou-se um aumento significativo nos niveis de Tidis totais no
grupo enriquecido, quando comparado ao grupo SE (SE: 0,07700 + 0,01852 vs EA:
0,1724 + 0,1027, p = 0,0167), (Figura 5D).
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Figura 5. Dados sobre atividade antioxidante ndo enzimatica hepatica de camundongos fémeas apoés trés
semanas de enriquecimento ambiental. (A) Glutationa Oxidada (SE: n =3 e EA: n = 7); (B) Glutationa
Reduzida (SE: n=3 e EA: n=7); (C) Estado Redox (SE: n =3 e EA: n =4); (D) Sulfidrilas (SE:n=3 ¢
EA:n=7).p=0,0338; p=0,1960; p=0,0489; p=0,0167.

7.6 EFEITOS DO EA SOBRE INDICADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO
MUSCULO ESQUELETICO

Em seguida, foram avaliados os efeitos de trés semanas de EA nos

biomarcadores de estresse oxidativo muscular, sendo mais especifico, no Extensor longo
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dos dedos (EDL). Ao analisar os niveis de malonaldeido (MDA), observamos que trés
semanas de EA foram capazes de diminuir significativamente os niveis de MDA quando
comparado ao grupo SE (SE: 52,99 + 17,87 vs EA: 30,67 + 10,59, p = 0,0238), (Figura
6A). Além disso, avaliamos as carbonilas. O EA também reduziu os niveis de oxidagao
de proteinas quando comparado ao grupo SE (SE: 0,8393 +0,5313 vs EA: 0,5180 +
0,3212, p =0,4120), (Figura 6B).
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Figura 6. Dados sobre marcadores de estresse oxidativo no musculo esquelético de camundongos fémeas
apos trés semanas de enriquecimento ambiental. (A) Malonaldeidos (SE: n=3 e EA: n = 6); (B) Carbonilas

(SE:n=3eEA:n=6).p=0,0238;p=04120.
7 .7’EFEITOS DO EA §OBRE A DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICA NO
MUSCULO ESQUELETICO

Foi avaliado o efeito de trés semanas de EA sobre a defesa antioxidante
enzimatica no musculo EDL. Ao analisar os niveis de SOD, observou-se que trés
semanas de EA foram capazes de aumentar significativamente os niveis, quando
comparado ao grupo SE (SE: 18,33 £ 7,095 vs EA: 64,86 + 26,04, p = 0,0027), (Figura
7A). Além disso, avaliou-se os niveis de CAT. O EA aumentou os niveis de CAT apos 3
semanas de intervencao, quando comparado ao grupo SE (SE: 7,476 + 3,572 vs EA:
8,717 + 1,296, p = 0,6137), (Figura 7B). Por fim, foram avaliados os niveis de GST. O
EA, apds 3 semanas, também foi capaz de aumentar significativamente os niveis de GST,
quando comparado ao grupo SE (SE: 0,6273 + 0,1042 vs EA: 1,209 + 0,2488, p =
0,0017), (Figura 7C).
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Figura 7. Dados sobre atividade antioxidante enzimatica hepatica de camundongos fémeas apos trés
semanas de enriquecimento ambiental. (A) Superéxido Dismutase (SE: n =3 e EA: n = 7); (B) Catalase
(SE: n =3 e EA: n=15); (C) Glutationa S Transferase (SE: n=3 e EA: n=6). p=10,0027; p=0,6137; p
=0,0017.

7.8 EFEITOS DO EA SOBRE A DEFESA ANTIOXIDANTE NAO ENZIMATICA
NO MUSCULO ESQUELETICO

Foram avaliados os niveis de Glutationa oxidada (GSSG) e Glutationa Reduzida
(GSH) no EDL. Apés 3 semanas de EA, foi possivel perceber uma diminuicio
significativa nos niveis de GSSG, quando comparado ao grupo SE (SE: 0,8923 + 00,2307
vs EA: 0,3882 + 0,1643, p = 0,0417), (Figura 8A). Além disso, também foi possivel
observar uma diminui¢do nos niveis de GSH do grupo EA, quando comparado ao grupo

SE (SE: 4,586 + 1,597 vs EA: 4,487 + 1,037, p = 0,9280), (Figura &B).

Visando verificar a propor¢do entre os niveis de GSSH/GSH no musculo,
também foi avaliado o estado redox apods 3 semanas de EA, e foi possivel perceber uma
propor¢ao significativamente elevada entre os niveis de GSSG/GSH no grupo
enriquecido, quando comparado ao grupo SE (SE: 5,705 + 3,413 vs EA: 13,60 + 4,780,
p =0,0313), (Figura 8C).
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7.9 EFEITOS DO EA SOBRE OS NiVEIS DE SULFIDRILAS

Por fim, foram avaliados os niveis de Sulfidrilas. Apds 3 semanas de EA,
observou-se um aumento nos niveis de Tidis totais no grupo enriquecido, quando
comparado ao grupo SE (SE: 0,06333 £ 0,03873 vs EA: 0,1274 + 0,02686, p = 0,0810),
(Figura 8D).
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Figura 8. Dados sobre atividade antioxidante ndo enzimatica hepatica de camundongos fémeas apos trés
semanas de enriquecimento ambiental. (A) Glutationa Oxidada (SE: n = 3 e EA: n = 6); (B) Glutationa
Reduzida (SE: n=3 e EA: n=7); (C) Estado Redox (SE: n =3 e EA: n = 6); (D) Sulfidrilas (SE:n=3¢
EA:n=5).p=0,0417; p=0,9260; p = 0,0313; p = 0,0810.
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8 CALCULO DO TAMANHO DO EFEITO PRODUZIDO PELO
ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL SOBRE VARIAVEIS LIGADAS AO
BALANCO OXIDATIVO HEPATICO E MUSCULAR ESQUELETICO,
DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS/NAO ENZIMATICAS E PESO
CORPORAL DOS CAMUNDONGOS

Por fim, foi avaliado o tamanho do efeito produzido pelo enriquecimento
ambiental nas variaveis de peso corporal, balango oxidativo hepatico e muscular, bem
como a resposta antioxidante enzimatica e nao enzimatica nestes mesmos tecidos (Tabelas

1-2). 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 Padrio Enriquecimento Ambiental Hedges’g
Peso corporal (Baseline) 16,23 + 5,30 16,62 + 5,81 0,06
Peso corporal semana 1 18,00 + 3,97 19,23 £2,52 0,37
Peso corporal semana 2 18,36 £ 1,12 23,38 + 3,38 1,92
Peso corporal semana 3 20,67 £ 1,03 19,36 +£ 1,28 1,08
Niveis de MDA 95,77 £ 27,08 20,19 + 11,14 4,17
Niveis de Carbonilas 1,55+ 0,09 1,36 £ 0,11 1,80
Niveis de SOD 26,16 + 16,80 89,83 £ 7,67 5,74
Niveis de CAT 6,98 £ 0,49 10,58 £ 1,30 3,18
Niveis de GST 0,99 £0,23 2,61 £0,59 3,24
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 £0,33 30,13 + 14,62 2,06
Niveis de Sulfidrilas 0,07 +0,01 0,17+0,10 1,15

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



Tabela 2. Efeito produzido por trés semanas de EA no balanco oxidativo muscular esquelético.

Variavel Ambiente Padrio Enriquecimento Ambiental Hedges’g
Niveis de MDA 52,99+ 17,87 30,67 + 10,59 1,70
Niveis de Carbonilas 0,83 +£0,53 0,51+0,32 0,81
Niveis de SOD 18,33 + 7,09 64,86 + 26,04 2,03
Niveis de CAT 7,47 £3,57 8,71+1,29 0,53
Niveis de GST 0,62 +0,10 1,20+ 0,24 2,76
Niveis de GSSG 0,89 +0,23 0,38£0,16 2,79
Niveis de GSH 4,58+ 1,59 4,48 +£ 1,03 0,08
Estado Redox 5,70 £ 3,41 13,60 + 4,78 1,78
Niveis de Sulfidrilas 0,06 £ 0,03 0,12 +0,02 2,52

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

A presente dissertagdo teve como objetivo avaliar os impactos do EA sobre
indicadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes enzimadticas e ndo enzimaticas
no figado e musculo esquelético de camundongos fémeas com 60 dias de vida. Nossos
resultados mostram que trés semanas de EA foram eficazes na modula¢do do peso
corporal, bem como na reducdo de indicadores relacionados a peroxidacao lipidica e
oxidativa proteica hepatica e muscular esquelética. Além disso, foi observado que a
exposicao a esta ferramenta nao farmacologica foi capaz de potencializar a
atividade/niveis de defesas antioxidantes enzimdticas e ndo enzimdticas no figado e

musculo esquelético.

A principio, avaliamos o peso corporal dos camundongos expostos ao EA, visto
que ele ¢ um importante indicador de satide. Nesse sentido, nossos resultados apontam
que o EA foi capaz de diminuir o peso corporal apos trés semanas de intervencao.
Similarmente, Ratuski e Weary (2022) observaram uma diminui¢ao no peso corporal de
camundongos de laboratdrio expostos ao EA, eles sugeriram que a redugdo se deu por
conta do aumento da atividade fisica e do gasto energético associado. Sabe-se que a
reducdo do peso corporal ocorre perante multiplos fatores, dentre eles o aumento na
eficiéncia metabolica, que pode ser decorrente do aumento na pratica de atividade fisica.
Por exemplo, Van de Weerd et al. (1997) afirmaram que o EA estimula o comportamento
natural dos animais, como explorar, correr, escalar e cavar, promovendo aumento nos
niveis de atividade fisica. Nesse sentido, ndo ocorre melhoras apenas na condi¢ao fisica
dos animais, mas também otimiza o metabolismo energético, ajudando no controle do
peso corporal e na eficiéncia metabdlica geral. Além disso, a literatura mostra que o
aumento na atividade locomotora promovida pelo EA ativa mecanismos mitocondriais
que contribuem para a redugdo da adiposidade e peso absoluto dos animais. Mohd et al.
(2024) afirmaram que o EA estimula a biogénese mitocondrial em tecidos
metabolicamente ativos, como o musculo esquelético, por exemplo. Resultando no
aumento da capacidade oxidativa e eficiéncia metabolica, refletindo no gasto energético

basal e peso corporal dos animais.

Posteriormente, avaliamos os niveis de biomarcadores de EO no figado e
musculo esquelético apds trés semanas de exposi¢cdo ao EA, visando entender os efeitos

fisiologicos e moleculares desta intervencao. A literatura mostra que o EA ¢ capaz de
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reduzir o estresse fisioldgico e melhorar o bem-estar dos animais, uma vez que o EO
esta relacionado ao desbalango entre a produgdo excessiva de ERO e a incapacidade de
mecanismos antioxidantes do organismo em lidarem com isto, sendo assim, ¢
consideravel analisar se o EA consegue modular tal equilibrio em tecidos
metabolicamente ativos, como o figado e musculo esquelético (Van Praag, Kempermann
et al. 2000). O EA estimula meios adaptativos que aumentam a capacidade antioxidante,
como a expressdo das enzimas (SOD, CAT, Glutationa peroxidase), por exemplo.
Verificar os niveis de biomarcadores como MDA (produto da peroxidagdo lipidica) e
Carbonilas permite avaliar se existe melhora na resisténcia ao EO nesses tecidos (Sale,

Berardi et al. 2014).

Sendo assim, ap6s trés semanas de intervengdo, os niveis de MDA e Carbonilas
diminuiram significativamente em ambos os tecidos. O estudo de Paules et al. (2024)
encontrou resultados similares, onde o EA diminuiu os niveis destes biomarcadores e
aumentou a resposta da defesa antioxidante hepatica e muscular esquelética, prevenindo
danos celulares. O figado ¢ um o6rgdo importante tanto no metabolismo quanto na
desintoxicag¢ao, fora isso, também ¢ muito vulneravel ao dano oxidativo por conta de sua
intensa atividade metabolica. J& o musculo esquelético, tem uma grande demanda
energética, principalmente diante do esforco fisico, o que o torna alvo frequente de ERO,
podendo afetar a integridade celular e o desempenho funcional (Powers and Jackson

2008).

Além disso, avaliamos a resposta antioxidante enzimatica e ndo enzimatica
hepatica e muscular apos trés semanas de exposi¢do ao EA, a fim de compreender se de
fato o EA € capaz de modular o balango oxidativo. Dito isto, apds trés semanas,
percebemos um aumento significativo na resposta antioxidante enzimadtica e ndo
enzimatica em ambos os tecidos analisados. O estudo de Powers et al. (2022) encontrou
um resultado semelhante. Segundo eles, a pratica de atividade fisica como uma forma
de enriquecimento pode ativar a via de sinalizagdo do fator nuclear eritroide 2 (NRF2),
que tem func¢do de modular a defesa antioxidante celular. A ativacdo do mesmo no
musculo esquelético e no figado ¢ comumente relacionado a uma expressao mais elevada
de enzimas antioxidantes, como CAT e SOD, fora sua contribui¢do para homeostase
mitocondrial e redugcdo do EO. Além disso, em relacdo a defesa antioxidante ndo
enzimatica, foi observado no figado que o EA promove melhorias nos niveis de

GSSG/GSH, que sdo importantes moduladores de genes associados a biogénese
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mitocondrial € ao metabolismo de lipideos, promovendo melhoras na resposta
antioxidante geral. Por fim, a literatura também mostra que no musculo esquelético o
EA induz elevacdo na atividade de enzimas antioxidantes como SOD/CAT, melhorando

a resisténcia e a recuperagcdo muscular (Bucarey, Trujillo-Gonzalez et al. 2024).

Por fim, foram avaliados os niveis de Sulfidrilas e o estado redox total no figado
e musculo esquelético de camundongos apos trés semanas de intervencdo. O EA tem se
mostrado uma ferramenta importante na modulacdo do balango redox e niveis de
sulfidrilas tanto no musculo esquelético quanto no figado de camundongos, com efeitos
positivos na defesa antioxidante. No figado, o EA consegue melhorar o estado redox,
elevando a disponibilidade de glutationa e influenciando positivamente o sistema de
sulfidrilas, contribuindo para um ambiente menos propicio a danos oxidativos. Tal efeito
pode ser observado tanto pelo aumento na resposta das enzimas antioxidantes quanto na

melhora do estado redox geral (Barboza 2015).

Além disso, essa ferramenta ndo farmacoldgica também promove melhor satude
muscular ao equilibrar e otimizar o balango redox. O estudo de Zuo e Pannell (2015)
indica que o musculo esquelético tira proveito direto dessa modulagdo, otimizando a
resisténcia muscular e a recuperagao apos danos oxidativos. Nossos achados apos trés
semanas foram semelhantes, mostrando aumento nos niveis de sulfidrilas e no estado
redox total, sugerindo que a célula estd num ambiente redutor saudavel. Por isso,
ressaltamos mais uma vez a importancia do monitoramento desta relagdo, j4 que a

mesma ¢ crucial para avaliar a satide celular (Zuo and Pannell 2015).

10 LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

r

Sabe-se que o metabolismo € algo complexo, sendo assim, uma possivel
limitagdo do nosso trabalho € ndo ter avaliado pardmetros relacionados a expressao
génica, o que poderia enriquecer ainda mais os resultados obtidos apds intervengao.
Estudos futuros podem investigar a expressao de alguns genes relacionados ao
metabolismo glicolitico, por exemplo, com a finalidade de esclarecer ainda mais os
resultados obtidos. Outra perspectiva futura € associar a interven¢do a algum desfecho
fisiopatologico, como o céancer, por exemplo, para verificar os efeitos sobre condi¢des
adversas. Além disso, avaliamos apenas dois tecidos, mas como o EA ¢ muito amplo na

literatura, pode ser relevante estudos com outras analises e perspectivas.

11 CONSIDERACOES FINAIS
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Por fim, o presente trabalho verificou os efeitos do EA sobre os indicadores de
estresse oxidativo e defesas antioxidantes enzimdticas e ndo enzimaticas hepatica e
muscular esquelética em camundongos fémeas em idade juvenil. Apds trés semanas de
intervencao, observamos uma diminui¢ao nos niveis de marcadores de EO, assim como
um aumento na atividade da defesa antioxidante enzimatica ¢ ndo enzimatica € nos
niveis de sulfidrilas em ambos os tecidos analisados (figado e EDL), contribuindo assim
para um estado redox que indica uma boa satde metaboélica, sugerindo que os animais
enriquecidos tem um meio celular redutor mais saudavel do que os animais do grupo

controle.
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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 nsk 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
({tme 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 carbonyts, 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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Degr editor,

Initially we congratulate Victoria et al. [1] for conducting this
exceptional study, which aimed to verify the possible association
between family meals, social eating with symptoms of depression,
anxiety, and stress in adolescents. It is known that the emergence
and development of pathologies related to mental health is mule-
factorial, among which are social, genetic, environmental, cultural,
and economic factors. First, we highlight the fact that this smudy
analyzed the social impacts and family meals with depressive
behavior and anxiety in adolescents, since these mental disorders
have a higher prevalence and cause disability |1]. Anxiety and
depression disorders are frequent in adolescence, therefore, identi-
fying which factors favor the possible attenuation and/or wors-
ening of these conditions are of paramount importance,
contributing to the development of preventive and treatment stra-
tegies. Therefore, we suggest that studies with this target audience
should be increasingly encouraged [2].

llinesses related to eating behavior (ED) have also occurred at
an alarming rate in adolescence. Thus, what called our attention
was the fact that the study emphasized that social factors (family,
friends, media) are capable of modulating eating behavior in this
population. To follow society’s standards, adolescents create feel-
ings and emotions associated with food intake, which in turn
can change their body image. On the other hand, the establishment
of positive emotional experiences and adequate eating behavior
can prevent the development of diseases such as anxiety and
depression |3]. These diseases are increasingly prevalent in soci-
ety, as much as pharmacological treatment is considered the first
way of intervention, many people do not suit it. Therefore, we sug-
gest that future interventions analyze more factors in addition to
social ones, such as environmental, economic, and cultural ones,
to obtain more results that can contribute to the prevention of
these diseases [4].

‘Wie wiould also like to point out that several studies have already
verified the association between family meals and depression,

hitps: [}dolorg [ 101006).clnu 3702304 015

)

anxiety, or stress. However, this was the only study that verified
the association between social eating behavior in adolescents,
which is why it became s0 important/innovative. However, the re-
sults regarding frequency of family meals and social eating
behavior were self-reported, which reduces the accuracy of the
data. We suggest that further studies seek to verify these points
with more attention and strictness, to obtain more reliable results
[1]. Finally, we highlight once again the relevant contribution of
the smudy by Victoria et al. to the scientific community, and we
ratify our suggestions for future studies.
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