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INTRODUCAO

O sono é um fator extremamente importante que contribui para o bom funcionamento
do organismo humano, principalmente por atuar exercendo 0s principais mecanismos
reguladores do corpo, com reparo dos tecidos, crescimento muscular e a sintese de
proteinas (PFIZER, 2020). Além disso, como diz Frank (2019), é durante o sono que
ocorre 0 mecanismo restaurador de equilibrio natural entre os centros neuronais,
maturacao cerebral e conservacdo de energia metabdlica, fatores estes importantes para a

homeostasia do corpo e para a saide geral.

Além disso, ignorar o sono adequado significa comprometer as atividades regulatérias,
hormonais, fisioldgicas e de reparacdo psicolégica do corpo, aumentando os problemas de

salde como diabetes, doencas cardiacas e alteracGes na quantidade de cortisol, hormdnio
associado ao estresse e a doencas inflamatérias (Souza et al., 2015). Estudos mostram que
a privacao de sono pode gerar um aumento significativo em marcadores inflamatorios
como PCR e IL-6, além de maiores aumentos no receptor TLR-4 que estimula a producéo
de citocinas inflamatérias por mondcitos assim como aumento do fator nuclear (NF)-xB
(Irwin et al., 2016; Olmastead et al.,2016; Carroll et al., 2016).

A utilizacdo de cepas de probioticos vém sendo utilizadas na investigacdo da reducao
de sintomas de estresse, demonstrando que a suplementagdo de microrganismos Vivos
intervém no eixo microbiota-intestinal-cérebro provocando efeitos imunomoduladores
e melhora na cognicdo, no humor, em parametros fisiolégicos e na resposta ao
estresse (Konturek et al., 2011; Liang et al., 2015; Liu et al., 2016 ; Sile et al., 2023).
Dessa forma, o uso de probidticos estd relacionado & alteracBes significantes na
microbiota intestinal, em alteracbes na atividade metabdlica e em condicGes fisico-
quimicas do intestino, auxiliando os organismos de forma unidireccional (Slikerman et
al., 2022). E por esse motivo que o uso de probi6ticos vem sendo associado a estratégias
para manejo do estresse e a qualidade de vida e outros beneficios para a salde
(Konturek.,et al 2011). As bactérias do GENERO Lactobacillus Helveticus R0052 e
Bifidobacterium longum RO175 séo caracterizadas com uma ampla variedade de atributos
benéficos como ativacdo da imunidade, participacdo no metabolismo e inibicdo de
patdgenos intestinais, além de serem considerados uma grande promessa para protecdo

contra lesbes inflamatorias (Hidalgo et al., 2016).
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Assim, o cérebro e o sistema digestivo (eixo intestino-cérebro) estdo intimamente
relacionados, compartilhando terminagfes nervosas que permitem ampla comunicagéo
por meio de sinapses e neurotransmissores (Ozan et al.,2019; Tanik et al.,2019; Inan et
al.,2019), e sdo um sistema importante para manter a homeostase, cujo desequilibrio leva
a mudancas gerais nas respostas ao estresse e no comportamento (Klein e O'Mahony et
al., 2011). Consequentemente, a fungdo de um o6rgéo afeta diretamente o outro e, assim, o
funcionamento prejudicado do intestino pode levar a distirbios do sistema nervoso
central (Del'Arco et al.,2017; Magalhdes et al.,2017; Quilici et al.,2017). Conforme
discutido em Sleep Reflects Gut Health (2021), a qualidade do sono esta diretamente
relacionada a eficiéncia dessa comunicacdo do eixo intestino-cérebro, uma vez que as
bactérias intestinais sdo produtoras de neurotransmissores como GABA (agente de
desaceleracdo da atividade cerebral), dopamina (atua no sistema nervoso central) e
serotonina, que facilita a comunicacdo entre 0s neurdnios no cérebro e no sistema
intestinal. Sendo assim, a privacdo do sono é um estressor biolégico que gera mudancas
estruturais e funcionais significativas na microbiota intestinal (Wang et al., 2022). No
entanto, ainda ndo se sabe exatamente o efeito de probidticos na via inflamatoria cerebral
apos a privacao do sono pela falta de literatura existente sobre determinado assunto, dessa
forma, acreditamos na necessidade de implementar estudos sobre 0 uso de probioticos na
melhora das consequéncias causadas pela privacdo de sono no nosso laboratério, com o
intuito de desenvolver mais contetdo, anélises e técnicas para tal. Dessa forma o projeto
em questdo tem como objetivo investigar o efeito do consumo

cronico de probidticos do tipo Lactobacillus Helveticus R0052 e Bifidobacterium longum

RO175 no sistema inflamatorio avaliando o contetdos protéicos de pJNK, NFkB, TLR4

e no hipocampo dos camundongos ap6s um evento de privacao de sono.
METODOLOGIA DA PESQUISA

Para a execucgdo do projeto, foram utilizados camundongos C57 machos (n=8 por
grupo) com 28 dias de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP
(CEMIB). Todos os procedimentos foram submetidos a aprovacdo pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UNICAMP. Durante o periodo de estudo, os animais foram
mantidos em salas aclimatizadas (média de 23°C) com ciclo claro-escuro constante
(12/12h), com racdo e livre acesso a 4gua, acondicionados em gaiolas com 4 animais.

Grupos Experimentais: Foi utilizado um método de randomizagdo em gaiolas para

distribuir os animais aleatoriamente em quatro grupos:
*Grupo CTRL: Submetido a suplementacdo e nem a indugéo de estresse.
*Grupo CTRL-PS: Submetido ao estresse por protocolo de privacao de sono REM,
sem suplementacao com probidticos.
*Grupo PROB: Submetido a suplementacdo com os probioticos Lactobacillus
helveticus R0O052 e Bifidobacterium longum R0O175, porém sem inducgéo de estresse.
*  Grupo PROB-PS: Submetido a suplementacdo com os probidticos Lactobacillus
helveticus R0O052 e Bifidobacterium longum RO175 e induzido ao estresse por
protocolo de privagéo do sono REM.
Delineamento Experimental: O experimento teve inicio aos 28 dias de vida (desmame)
dos camundongos. Os grupos PROB foram submetidos a suplementacéo dos probio6ticos

Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175 via pipetagem a partir



de 60 dias de vida, com frequéncia de 5 dias por semana, durante 6 semanas. Procedimentos Experimentais:
Apos essas 6 semanas de suplementacao, foi realizado um protocolo de privacdo de sono * Suplementacéo de Probidticos: Os probidticos utilizados foram uma mistura de duas

REM durante 48 horas. Durante a privacao de sono, a suplementacéo de probiéticos cepas Lactobacillus helveticus R0052 e Bifidobacterium longum R0175. Os grupos
continuou acontecendo. Apo6s a privacao do sono, 0s animais foram eutanasiados e 0 probioticos receberam via pipetagem 200ul da mistura de probioticos, e 0S grupos
hipocampo foi coletado para a andlise das proteinas do sistema inflamatorio por western controles receberam 200ul de solugéo salina. Todos os animais passaram por adaptacéo
blotting assim como na figura 1. de 1 semana, com salina.

* Privacdo de Sono REM: A inducéo de estresse ocorreu através da Privacdo de Sono

DESENHO EXPERIMENTAL Paradoxal (REM) por 48h utilizando o método de plataforma multipla. Um grupo de 4

‘ } camundongos foi alojado em recipiente (41,0 cm de comprimento x 34,0 cm de largura

— x 16,5 cm de altura) contendo agua, sobre plataforma de 3 cm de diametro, a qual

Inicio do experimento Suplementacao de Privacao g snasiae . , 5 1 d borda. O ni d lataf foi

Envelhecimento Probi6ticos de sSono ; coleta de permaneceu imersa na agua até 1 cm da sua borda. O ndmero de plataformas foi
(LACTIBACILLUS HELVETICUS RO052 E REM H tecidos : , : } } : :

BIFIDOBAGTERILI LONGUM R0175) sh | pipocampo superior ao nimero de animais para que os animais pudessem se movimentar durante o

5 vezes na semana

teste. Todos os animais estavam habituados a sala de privacdo de sono, bem como aos

Adaptagao Adaptagao

. . . seus ambientes experimentais, e tiveram livre acesso a comida e bebida.

Semanas

devida 7 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 » Western Blotting: Fragmentos do hipocampo foram coletados para avaliacdo das
ANALISES proteinas pJNK (sc-6254), NFkB (sc-372), TLR4 (s¢-293072) e AKT (sc-271149). Os

BIOMOLECULARES
tecidos foram homogeneizados em tampéo de extracdo a 4°C. O homogeneizado foi
centrifugado a 11.000 rpm durante 30 minutos para remover o material insolavel. O
Figura 1 — Desenho experimental i . i . ;
reagente de Bradford foi utilizado para determinar a concentracdo de proteinas das
amostras e depois foi colocado em tampdo de Laemmli. Para a andlise de
imunotransferéncia, uma quantidade de 30ug de proteinas foi separada em SDS-PAGE e

transferida para uma membrana de nitrocelulose, com o auxilio do aparelho Mini-gel
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Bio-Rad. As membranas foram incubadas com anticorpos primarios especificos,
utilizando como controle endogeno GAPDH (Cell Signaling 1:1000). Ap6s o periodo de
incubacéo, os anticorpos foram removidos. Entdo, as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario. Apods a lavagem, as membranas foram incubadas na solugédo de
revelador Super Signal (Thermo Scientific) e colocadas no fotodocumentador
GeneGnomeXRQ-Syngene. O sinal foi detectado por quimioluminescéncia. A
intensidade das bandas foi avaliada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion

Corporation).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de peso durantes as 6 semanas (Figura 2) foi analisado pelo teste ANOME
Two-Way, e do contetdo proteico (Western blotting) do pJNK, NFkB, TLR4 (Figura 3)
foi analisados pelo teste ANOVA One-way, com p<0,05. Todos 0s grupos n&o
apresentaram diferencas significativas em relagdo ao peso corporal durante as semanas de
suplementacdo. O protocolo de sono de 48h escolhido ndo gerou alteracGes significativas
no sistema inflamatoério do hipocampo para qualquer grupo, o'que impediu a analise dos
possiveis beneficios dos probioticos em relacdo a privacdo de sono.Nas analises do WB,
0s grupos CRTL, PROB-PS,CRTL-PS E PROB ndo apresentaram diferencas estatisticas
de conteldo proteico de TRL4, BDNF e PJNK (p<0,05). Esses resultados revelam que o
efeito do consumo cronico de probioticos do tipo Lactobacillus Helveticus R0052 e
Bifidobacterium longum R0175 no sistema inflamatdrio avaliando o conteudos protéicos
de pJNK, NFKB e TLR4 no hipocampo dos camundongos ap6s um evento de privacdo de

sono deve ser mais investigado, utilizando um protocolo de privacdo de sono diferente e

gue ocasione as consequéncias que eram esperadas, para que assim exista a possibilidade

de uma analise dos efeitos dos probidticos.
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Figura 3— Imagem conteudo proteico; ANOVA One-Way
seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05.
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Os resultados ndo mostraram diferencas significativas entre 0s grupos controle e
suplementados na expressdo de proteinas inflamatérias como TLR4, p-JNK e NF-xB. A
privagdo de sono de 48 horas ndo alterou significativamente o sistema inflamatério do
hipocampo. Isso pode ser devido a severidade insuficiente do protocolo de privacdo ou a
duracdo inadequada da suplementacdo probidtica. No entanto, a literatura ainda apoia 0s
beneficios dos probidticos na modulacdo do eixo intestino-cérebro e na reducdo de
marcadores inflamatérios em outras condi¢des. Estudos adicionais sdo necessarios para
explorar diferentes duracbes de privacdo de sono, periodos de suplementacdo mais longos e
combinagdes de tratamentos. Este trabalho contribui para a compreenséo da relagéo entre a
microbiota intestinal e a saude cerebral, destacando a necessidade de mais pesquisas sobre o
potencial terapéutico dos probidticos no manejo do estresse e na promoc¢do da salde

neuroldgica.
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