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RESUMO

Probiodticos, prebidticos e simbidticos atenuam efeitos crénicos do tabagismo
passivo em parametros fisiolégicos e bioquimicos em ratos: um estudo
aleatorizado e controlado

Este estudo examinou os efeitos protetores dos alimentos funcionais, probidtico,
prebiotico e simbidtico, contra a toxicidade crbnica induzida pela fumaga de cigarro
no rato. Noventa e seis ratos machos jovens foram distribuidos aleatoriamente em
oito grupos (n = 12): controle (C), dieta basal (DB); probiético (Pro), DB + probidtico;
prebiodtico (Pre), DB + prebiotico; simbidtico (Sym), DB + probidtico + prebidtico;
tabagismo controle (CT), DB + protocolo de exposigao ao tabagismo passivo (PT);
tabagismo probidtico (ProT), Pro + PT; tabagismo prebidtico (PreT), Pre + PT; e
tabagismo simbiotico (SymT), Sym + PT. Apos o periodo experimental de 189 dias
0os animais foram anestesiados, colhidas amostras de sangue e eutanasiados. Os
resultados foram submetidos a analise da normalidade pelo teste de Shapiro Wilk,
seguido do teste ANOVA one-way, com contrastes pelo método de Tukey (P<0,05).
Observamos uma atenuacao significativa dos efeitos deletérios da exposi¢do dos
ratos a fumaga do cigarro em relagdo ao ganho de peso e suplementados com
alimentos funcionais. Houve também uma acentuada melhora nos valores médios
das enzimas hepaticas (ALT, AST, GGT E FA), aumento nos niveis de proteinas
séricas (albumina e globulinas). A média do nivel sanguineo da glicemia foi
atenuado pelos alimentos funcionais e exposigdo crbnica a fumacga do cigarro,
diminuindo riscos de diabetes e por fim nos valores de uréia e creatinina também foi
observada uma atenuacdo os efeitos téxicos da fumaga do cigarro evitando
possiveis riscos de doencas relacionadas ao rim. Concluimos que alimentos
funcionais, probidtico, prebidtico e simbidtico, atenuam os efeitos deletérios nos
parametros fisioldgicos e bioquimicos de ratos expostos cronicamente fumaga do
cigarro.

Palavras chave: fumaga do cigarro, alimentos funcionais, figado, rim, toxicologia.



ABSTRACT

Probiotics, prebiotics and symbiotics attack chronic effects of passive tobacco
in physiological and biochemical parameters in rats: a randomized and
controlled study

This study examined the protective effects of functional, probiotic, prebiotic and
symbiotic foods against chronic cigarette smoke-induced toxicity in rats. Ninety-six
young male rats were randomly assigned to eight groups (n = 12): control (C), basal diet
(DB); probiotic (Pro), DB + probiotic; prebiotic (Pre), DB + prebiotic; symbiotic (Sym),
DB + probiotic + prebiotic; control smoking (TC), DB + passive smoking exposure
protocol (PT); probiotic smoking (ProT), Pro + PT; prebiotic smoking (PreT), Pre + PT,;
and symbiotic smoking (SymT), Sym + PT. After the experimental period of 189 days
the animals were anesthetized, blood samples were collected and euthanized. The
results were submitted to normality analysis by the Shapiro Wilk test, followed by the
one-way ANOVA test, with contrasts by the Tukey method (P <0.05). We observed a
significant attenuation of the deleterious effects of rat exposure to cigarette smoke in
relation to weight gain and supplemented with functional foods. There was also a
marked improvement in liver enzyme mean values (ALT, AST, GGT, and FA), and
increased serum protein levels (albumin and globulins). The mean blood glucose level
was attenuated by functional foods and chronic exposure to cigarette smoke,
decreasing risks of diabetes and finally the values of urea and creatinine was also
observed attenuating the toxic effects of cigarette smoke avoiding possible risk of
disease. related to the kidney. We conclude that functional, probiotic, prebiotic and
symbiotic foods attenuate the deleterious effects on physiological and biochemical
parameters of rats chronically exposed to cigarette smoke.

Keywords: cigarette smoke, functional foods, liver, kidney, toxicology.
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Probioticos, prebiodticos e simbioticos atenuam efeitos cronicos do tabagismo passivo em

parametros fisiologicos e bioquimicos em ratos: um estudo aleatorizado e controlado

Ana Vanuire Rombi'; Julia Belone Lopes’; Bruna Lutti Ortiz 2; Heliard Rodrigues dos
Santos Caetano; Marcos Natal Rufino 1; Osimar de Carvalho Sanches® ; Hermann

Bremer-Neto |

RESUMO

Este estudo examinou os efeitos protetores dos alimentos funcionais, probidtico, prebiotico e
simbiotico, contra a toxicidade cronica induzida pela fumacga de cigarro no rato. Noventa e
seis ratos machos jovens foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos (n = 12): controle
(C), dieta basal (DB); probidtico (Pro), DB + probidtico; prebidtico (Pre), DB + prebidtico;
simbiotico (Sym), DB + probiotico + prebiotico; tabagismo controle (CT), DB + protocolo de
exposicao ao tabagismo passivo (PT); tabagismo probidtico (ProT), Pro + PT; tabagismo
prebidtico (PreT), Pre + PT; e tabagismo simbiotico (SymT), Sym + PT. Apos o periodo
experimental de 189 dias os animais foram anestesiados, colhidas amostras de sangue e
eutanasiados. Os resultados foram submetidos a analise da normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk, seguido do teste ANOVA one-way, com contrastes pelo método de Tukey (P<0,05).
Observamos uma atenuacao significativa dos efeitos deletérios da exposicao dos ratos a
fumaca do cigarro em relagdo ao ganho de peso e suplementados com alimentos funcionais.
Houve também uma acentuada melhora nos valores médios das enzimas hepaticas (ALT,
AST, GGT E FA), aumento nos niveis de proteinas séricas (albumina e globulinas). A média

do nivel sanguineo da glicemia foi atenuado pelos alimentos funcionais e exposi¢do cronica a

! Graduando da Medicina, Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente — SP, Brasil.
2 Departamento de Ciéncias Funcionais, Faculdade de Medicina; Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE,

Presidente Prudente — SP, Brasil.
? Universidade de Santo Amaro — UNISA; Mestrado ¢ Bem Estar Animal, SP — Brasil.
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fumaga do cigarro, diminuindo riscos de diabetes e por fim nos valores de uréia e creatinina
também foi observada uma atenuacao os efeitos toxicos da fumaga do cigarro evitando
possiveis riscos de doengas relacionadas ao rim. Concluimos que alimentos funcionais,
probidtico, prebiodtico e simbidtico, atenuam os efeitos deletérios nos parametros fisiologicos
e bioquimicos de ratos expostos cronicamente fumaga do cigarro.

Palavras chave: fumaga do cigarro, alimentos funcionais, figado, rim, toxicologia.

ABSTRACT
Keywords: cigarette smoke, functional foods, liver, kidney, toxicology.

INTRODUCAO

A fumaga do tabaco ¢ uma mistura dindmica (FRICKER et al., 2018) e reativa
contendo cerca de 5.000 substancias quimicas (NAGAIE et al., 2014). e uma das principais
causas de doencas evitaveis e que pode causar diversas infecgdes em todo corpo devido aos
efeitos toxicos da fumaga do cigarro tanto em humano, quanto em modelos animais
(FELDMAN; ANDERSON, 2013). Tabagismo passivo ¢ a inalagdo da fumaca de derivados
do tabaco por individuos nao fumantes e em ambientes fechados e respirando as mesmas
substancias toxicas que o fumante inala (BENTO, 2018).

Existem fortes evidéncias de que as trocas gasosas devido a exposi¢do cronica a
fumaca do cigarro causam diminui¢do da oferta de oxigénio em nivel intestinal e sist€émico,
levando o crescimento de novos vasos sanguineos (angiogénese), disfuncao da barreira
epitelial do trato gastrointestinal (TGI), nefrotoxicidade, hepatoxicidade e aumentando o risco
de desenvolver doengas (FRICKER et al., 2018; OKAMOTO et al., 2018). Os efeitos
deletérios da exposi¢do a fumaca de cigarro causam também alteragdes nos parametros

fisiologicos (ganho e perda de peso) (COSTA; SANTOS; PAIVA, 2014; MIRI-
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MOGHADDAM et al., 2014), nutricionais (EL.GOLLI et al., 2016; RUPPRECHT et al.,
2016) e bioquimicos: colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos (MCMURRAY; HICKS;
THOMPSON, 1985), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA) (ALSALHEN; ABDALSALAM, 2014), proteinas totais (PHILLIPS et
al., 2017), glicose (LOPEZ ZUBIZARRETA et al., 2017), uréia e creatinina (DESAI et al.,
2016).

Em murinos e humanos, a exposi¢ao a agentes deletérios e a fumaga do cigarro
demonstrou causar estresse oxidativo e esse efeito foi atenuado pela suplementagao de
alimentos funcionais, probidtico, prebiotico e simbidtico, devido aos papeis antiinflamatorio,
imunomodulador e antioxidante (BEZERRA et al., 2015; GEORGE KERRY et al., 2018;
GIBSON et al., 2017, HAMED et al., 2018; HILL et al., 2014; YOUNAN et al., 2018).
Obviamente seria interessante se esses alimentos funcionais pudessem ser recomendados para
outras finalidades que nao a prevencao de doengas pulmonares, entretanto, existem evidéncias
empiricas insuficientes em relacao aos parametros fisioldgicos e bioquimicos. Nesse sentido
este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos dos alimentos funcionais, probioticos,
prebidticos e simbidticos, suplementados na dieta de ratos jovens expostos cronicamente a

fumaga de cigarro, em relagdo aos parametros fisioldgicos e bioquimicos.

MATERIAL E METODOS
Animais e cuidados

O estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos da Declaragao
Universal dos Direitos Animais da Organizagdo das Nagdes Unidas para a Educacdo, a
Ciéncia e a Cultura (UNESCO) e o protocolo do estudo foi aprovado pelo Comissio de Etica
no Uso de Animais, sob o protocolo n® 3575, da Universidade do Oeste Paulista, UNOESTE,

Brazil.
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Noventa e seis ratos Wistar machos jovens (Rattus norvegicus albinus), 21 dias de
idade, massa corpoérea inicial média de 43,1 + 3,2 g foram alojados em gaiolas individuais,
com ciclos de 12h de luz/12h escuro a 23 + 2°C, umidade 57 + 9% ¢ média de trocas de ar de
15 trocas/hora. As dietas e agua potavel da torneira foram fornecidas a vontade, exceto
durante os periodos de exposicao.

A ocultacao da alocacgdo, a estratégia de manejo e tratamentos dos grupos de animais
foram realizadas para reduzir o viés no estudo (MA et al., 2017). O experimento durou 189
dias, com 5 dias de adaptacao e 184 dias de estratégia de manejo experimental, exposicao a

fumaga de cigarro e alimentagdo com as dietas controle e experimentais (Figura 1).

Desenho Experimental

Os animais foram agrupados por meio de uma tabela de sequéncias numéricas
aleatorias geradas pelo programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016) e distribuidos
em oito grupos experimentais (n=12). Metade dos grupos experimentais foram submetidos a
protocolo de exposicao a fumaga de cigarro e alimentados com as dietas: controle; probiotico;
prebidtico; e simbidtico (respectivamente grupos CT, ProbT, PrebT e SymbT). Os grupos nao
submetidos ao protocolo de exposi¢do a fumaca de cigarro e alimentados com as dietas
controle e experimentais compuseram os grupos C, Prob, Preb e Symb. As dietas controle e
experimentais foram formuladas para atender as necessidades nutricionais dos ratos
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1995) e estdo dispostas na Tabela 1. Os parametros
fisiologicos (peso corporeo inicial, peso corpéreo final e ganho de peso), foram mensurados

semanalmente.

Cigarro e geraciao da fumaca
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No periodo de adaptagao e experimental a exposi¢ao a fumaca de cigarro, foram
utilizados cigarros de marca comercial (Tabacalera del Este S.A., Hernandarias, Paraguai). As
concentragdes médias de alcatrdo, nicotina e CO de 10,2 + 0,1 mg/cigarro, 0,8 = 0,0
mg/cigarro de nicotina e 10,1 &+ 0,1 mg/cigarro de monodxido de carbono foram determinados
conforme Renne et al. (2006). Os métodos de condicionamento a exposi¢ao e geragao de

fumaga foram realizados conforme descritos por Tsuji et al. (2013).

Caracterizacao da atmosfera de exposicdo a fumaca

As concentragdes de material particulado total umido (WTPM) e mondxido de
carbono (CO) foram monitoradas via monitor de aerossol em tempo real (RAM; Microdust,
Pro; Casella, Amherst, NH, EUA) e monitor de CO (TxiPro® - BioSystems Diagnostics Pvt.
Ltd., EUA). O coeficiente de varia¢do (% CV) da concentracdo de exposi¢ao (WTPM) estava
na faixa de £10% por andlise gravimétrica com uso do filtro de fibra de vidro Cambridge 47
mm (Performance Systematix Inc., Grand Rapids, MI, EUA). As concentracdes reais médias
de exposi¢do foram calculadas a partir da massa coletada nos filtros e o volume total de ar
extraido pelos filtros (TSUJI et al., 2013). A temperatura ¢ a umidade da atmosfera de exposi¢do

foram medidas diariamente usando detector de umidade/temperatura (Hygrotherm, Qualitéts-

Erzeugnis, TFA, Germany).

Protocolo de exposicao ao tabagismo passivo
Periodo de adaptacao e experimental

Durante cinco dias, periodo de adaptacdo, os animais dos grupos CT, ProbT, PrebT e
SymbT foram expostos 10 minutos por dia a fumaca do cigarro numa camara, com
temperatura controlada de 22°C e os animais dos grupos C, Prob, Preb e Symb pelo mesmo
periodo sob ventilagdo forcada de ar. No periodo experimental, de 184 dias, os animais dos

grupos CT, ProbT, PrebT e SymbT foram expostos a fumaga de cigarro por 60 minutos
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diarios, sendo 30 minutos no periodo da manha (7:00h) e 30 minutos no periodo da noite
(19:00h), cinco dias por semana. A concentragdo média da fumaga do cigarro foi ajustada
para conter 350 partes por milhdo (ppm) de monoxido de carbono (CO) durante o periodo de
exposicdo (TxiPro” - BioSystems Diagnostics Pvt. Ltd., EUA) (KOZMA et al., 2014) ¢ os

grupos C, Prob, Preb e Symb pelo mesmo periodo sob ventilagao forcada de ar.

Eutanasia e coleta de amostras

Ao final do periodo experimental (210 dias de idade), todos os animais foram
pesados e anestesiados com uma dose de 30 mg Kg' de peso vivo de Tiopental
(Thiopentax®, Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. - Brasil) por via
intraperitoneal. Ap6s a anestesia foram colhidas amostras de sangue por puncao cardiaca e os

ratos foram eutanasiados por exsanguinagao (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005).

Analises Bioquimicas

Apo6s o processamento das amostras de sangue, o soro € o plasma foram separados
para realizacao da avaliacdo da atividade enzimatica [aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamiltransferase (GGT) e
niveis séricos das proteinas totais, albumina, globulina. Foi dosado também colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL, triglicerideos para avalia¢do do perfil lipidico, uréia e
creatinina com intuito de avaliar a fungdo renal e niveis plasmaticos de glicose. Todas as
dosagens foram realizadas utilizando o analisador automatico BioPlus modelo Bio200F
(Bioplus Produtos para Laboratdrios Ltda., Brasil) com reagentes da marca LabTest (Labtest

Diagnostica S.A., Brasil) (SPINELLI et al., 2014).

Analise Estatistica
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Parametros fisiologicos e bioquimicos foram apresentados como média + erro padrao
e submetidos a analise da normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, em seguida foi empregado
o teste ANOVA one-way, com contrastes pelo método de Tukey. Todas as analises foram
realizadas no programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016). O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS
Parametros fisiologicos

A atmosfera de exposicao a fumaga de cigarro foi bem controlada no estudo. Nao
houve remocao devido a morte prematura ou condigdo que denotasse sofrimento apos
exposicao cronica a fumaga do cigarro ou a ventilagdo do ar. Imediatamente apos a exposi¢ao,
os animais do grupo CT exibiram atividade locomotora diminuida, marcha atéxica, respiracao
irregular, comportamento indicativo de ndusea e ruido nasal. Esses sinais foram
repetidamente observados durante o periodo experimental, porém o ruido nasal permanecia
até o proximo periodo de exposi¢ao. Os grupos suplementados com alimentos funcionais e
expostos a fumaca do cigarro, ProbT, PrebT e SymbT, apresentaram uma discreta respiracao
irregular e ruido nasal locomotora diminuida, marcha ataxica, comportamento indicativo de
nausea e ruido nasal.

A média do peso inicial dos ratos ndo diferiu significativamente entre os grupos
analisados (P>0,05). O peso médio corporal foi reduzido em todos os grupos expostos a
fumaga de cigarro e nos grupos suplementados com alimentos funcionais essa reducao foi
significativamente menor (P<0,05). A média do peso dos grupos Prob e Preb foram menores

(P<0,05) do que os grupos C e Symb (Figura 2).

Perfil hepatico
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As concentragdes séricas das enzimas ALT, AST, FA ¢ GGT foram maiores
(P<0,05) no grupo CT em relacao aos grupos ProT, PreT e SymbT. Os grupos C, Prob, Preb e

Symb nao diferiram entre si (P>0,05) (Tabela 2).

Proteinas séricas

As médias das proteinas séricas (proteinas totais, albumina e globulina) foram
menores no grupo CT em comparacao com o grupo C (P<0,05). Os resultados revelaram que
nos grupos expostos a fumacga do cigarro e suplementados com alimentos funcionais (ProbT,
PrebT e SymbT) os niveis médios destas proteinas foram significativamente maiores que o
grupo CT (P<0,05). Os grupos C, Prob, Preb e Symb nao diferiram entre si (P>0,05) (Tabela

2).

Perfil lipidico

O nivel de colesterol do grupo CT foi significativamente maior (P<0,05) do que os
demais grupos. Os grupos ProbT, PrebT, SymbT, C e Prob nao diferiram entre si (P>0,05). Os
grupos Prob, Preb e Symb nao diferiram entre si (Tabela 2).

O nivel médio do colesterol HDL foi menor no grupo CT e ndo diferiu somente do
grupo ProT (P>0,05). Os grupos C, Prob, Preb, Symb, ProbT, PreT e SymbT nao diferiram
entre si (P>0,05).

Os niveis de colesterol LDL e triglicerideos do grupo CT se revelaram mais elevados
quando comparamos ao grupo C (P<0,05). O LDL nao teve diferenga significativa com os
grupos fumantes e suplementados, € o TG nao teve diferenca significativa com o grupo
ProbT, mais teve com PrebT e SymbT. No entanto ¢ possivel afirmar que as dosagens

bioquimicas apontaram melhora significativa do perfil lipidico nos grupos suplementados
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com alimentos funcionais, expostos ou ndo a fumaca do cigarro, quando comparados aos

grupos controles.

Perfil renal e nivel de glicose plasmatica

Os niveis séricos da ureia, creatinina e glicose se revelaram mais elevados no grupo
CT comparado ao grupo C. Os niveis de uréia nos grupos ProbT, PrebT e SymbT nao
diferiram dos demais grupos experimentais. A média do nivel sérico de creatinina do grupo
CT ¢ significativamente maior (P>0,05) comparado ao grupo C. Os niveis séricos de
creatinina dos grupos Prob, Preb, Symb, ProbT, PrebT e Simb nao diferiram do grupo C. Os
grupos Prob, Preb e Symb diferiram dos grupos ProbT, PrebT e SimbT. A média do nivel
sérico de glicose do grupo CT ¢ significativamente maior (P>0,05) comparado ao grupo C. Os
niveis séricos de glicose dos grupos Prob, Preb, Symb nao diferiram do grupo C. A média dos
niveis de glicose dos grupos ProbT, PrebT e SymbT diferiram dos grupos Prob e Symb. A
média dos niveis séricos de glicose nos grupos ProbT, PrebT e SymbT nao diferiram do grupo

CT.

DISCUSSAO

Humanos, especialmente nos primeiros anos de vida, sdo mais vulneraveis a fumaga
do tabaco. Algumas razdes para isso incluem sua imaturidade imunologica, vias aéreas
estreitas e curtas, e longa permanéncia em locais fechados, como no domicilio (OBERG et al.,
2011; SIGAUD; CASTANHEIRA; COSTA, 2016). Além disso, os bebés e criangas inalam o
dobro da quantidade de p6 doméstico em comparacao com adultos, e assim inalam mais
fumaga do cigarro (THOMSON; WILSON; HOWDEN-CHAPMAN, 2006) e nessa
populacdo existe maior contato mao/objeto/boca, o que proporciona maior absor¢ao do fumo

através do sistema digestorio, além do inalado passivamente pelo sistema respiratorio (MATT
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et al., 2004). J& na adolescéncia, o contato com o tabagismo causa efeitos mais longos,
levando a taxas de dependéncia de nicotina maiores e mais duradouras, que tem como
consequéncias alteragdes fisioldgicas, cerebrais e problemas cognitivos (PONZONI et al.,
2015).

A composi¢ao da microbiota intestinal estd associada ao tabagismo em homens; em
particular, a microbiota intestinal dos fumantes ¢ composta de niveis significativamente mais
altos de Bacteroidetes. Além disso, apresentam menores propor¢oes de Firmicutes e
Proteobacteria em comparacao com os que nunca fumaram (LEE et al., 2018)

Utilizou-se como modelo experimental ratos na fase de crescimento, pois em
murinos ¢ possivel investigar aspectos do ciclo de dependéncia da nicotina e que nao se
consegue facilmente em humanos no inicio do uso (CASEY; JONES, 2010). Além disso, na
fase de crescimento dos murinos a farmacocinética da nicotina € afetada substancialmente,
assim como o aumento dos niveis plasmaticos e cerebrais desse composto e seus metabolitos
(CASEY; JONES, 2010; CRAIG et al., 2014). Os parametros farmacocinéticos afetados
podem incluir a absor¢ao (MANGONI; JACKSON, 2003), distribuicao (MOLANDER;
HANSSON; LUNELL, 2001), excrecao (MCLEAN; LE COUTEUR, 2004) ¢ metabolismo
(AUDRAIN-MCGOVERN; BENOWITZ, 2011).

Os efeitos toxicos da exposicao a fumaga foram observados imediatamente apos a
exposic¢do, exibindo atividade locomotora diminuida, marcha ataxica, respiracao irregular,
comportamento indicativo de ndusea e ruido nasal. Esses sinais desapareceram até o proximo
periodo de exposi¢do. Apos 189 dias de exposi¢do cronica, os resultados revelaram uma
diminuicao significativa do peso corporal e ganho de peso nos ratos expostos a fumaga do
cigarro e esses efeitos podem estar associados a acdo toxica da nicotina.

Esse composto (nicotina) pode se ligar aos receptores de acetilcolina nicotinicos

a3pB4 e induz a liberag@o de varios neurotransmissores, como catecolaminas, serotonina,
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acetilcolina e acido y-aminobutirico. Esses neurotransmissores ativam a pro-
opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulado pela cocaina-anfetamina (CART), com
consequente supressao da alimentacdo e aumento da taxa metabolica (MINEUR et al., 2011).

No tecido adiposo, a nicotina induz a lipdlise por estimulagdo simpaticomimética
periférica, aumentando o gasto energético periférico e a termogénese, resultando em um
aumento no gasto energético e consequente menor ganho de peso (ANDERSSON; ARNER,
2001; VERHAEGEN; VAN GAAL, 2017). Além disso, estudos concluiram que a natureza
imunossupressora da fumaca do cigarro altera a composi¢cao do microbioma. Os mecanismos
que tém sido sugeridos para explicar o efeito do fumo sobre o microbioma intestinal incluem:
aumento do estresse oxidativo, alteragdes das juncgdes intestinais € composicao da mucina
intestinal, e mudancas no equilibrio dcido-base (SAVIN et al., 2018; VOGTMANN et al.,
2015).

Nos grupos de ratos suplementados com alimentos funcionais, probidticos
(Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum), prebidtico (mananoligossacarideo) e simbiotico (associacao de
probidtico e prebidtico) e expostos a fumaca do cigarro os resultados revelaram aumento
significativo do ganho de peso e peso final em relacao ao grupo CT, demonstrando o efeito
benéfico desses alimentos quando adicionados a dieta. Esses efeitos podem ser devido a
manutengao ou alteragdo benéfica da microbiota (MORAES; COLLA, 2006; THOMAS;
GREER, 2010).

Nos tltimos anos, ficou claro que a microbiota desempenha um papel crucial na
fisiologia humana e esta envolvida na fisiopatologia das doengas cronicas dentro e fora do
intestino (CLEMENTE et al., 2012), particularmente em fumantes (SHIMAUCHI et al.,

2008).
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A elevacao significativa das enzimas hepaticas (ALT, AST, FA e GGT) no grupo
CT, reforca o efeito deletério do tabagismo passivo (ADEKOMI et al., 2011; AVTI et al.,
2010; VGBOR et al., 2013). ALT e AST sao indicadores reconhecidos de alteragdes
hepaticas, apesar da ndo especificidade (SALUNKE et al., 2011; ZUO et al., 2014) e sdo as
primeiras enzimas a mostrar elevagao plasmatica em situagdes de lesdo dos hepatocitos
(ADEKOMI et al., 2011; AVTI et al., 2010). Esses efeitos sdo decorrentes dos constituintes
fitoquimicos do tabaco, incluindo a nicotina (BO, 2005; KERNER, 2004; SALAHSHOOR et
al., 2016) e que induzem a inflamacdo dos hepatocitos, bloqueio dos sinusoides do figado
(VGBOR et al., 2013) e formacao de oxidantes, que por sua vez induzem estresse oxidativo e
a oxidacdo de proteinas e grupos tiol (BARREIRO et al., 2010; WIECZFINSKA et al., 2018),
causando o extravasamento de ALT e AST do contetido celular com consequente elevagao
plasmatica (VGBOR et al., 2013).

Além disso, metais toxicos como aluminio, cddmio, cromio, cobre, chumbo,
mercurio, niquel e zinco encontrados no tabaco, papel de cigarro, filtros e fumaga de cigarro
incrementam esses efeitos, pois alteram a homeostase de metais no corpo humano
(BERNHARD; ROSSMANN; WICK, 2005; NAIR et al., 2013; SMITH; LIVINGSTON;
DOOLITTLE, 1997).

O tabagismo passivo aumenta os niveis séricos de FA, produzidos pelo osso e pelo
rim, bem como pelo figado em humanos (GORDON, 1993; JANG et al., 2012) e animais
(VGBOR et al., 2013), o que reforga os resultados observados nesse estudo. Evidéncias
atribuem o dano hepatocelular a agdo da nicotina e seu principal metabolito, a cotinina, que
induzem toxicidade hepatica e apoptose hepatocelular através de efeitos diretos, indiretos,
imunologicos e oncogénicos. O efeito toxico direto da nicotina e cotinina estdo relacionados
ao aumento do estresse oxidativo, peroxidacgao de lipidios, degradag¢ao dos hepatocitos e dano

ao DNA pelos radicais livres gerados pela ruptura da cadeia respiratdria mitocondrial, e todos
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causam lesao hepatocelular (EL-SHERBEENY et al., 2016; EL-ZAY ADI, 2006; HUSAIN et
al., 2001; OGENYTI et al., 2015).

A elevacgao significativa do GGT no grupo de ratos do grupo CT est4 associada a
inducgdo de inflamac¢ao em animais e humanos (BO, 2005; KERNER, 2004; SHIELS et al.,
2014) e ¢ considerada também marcadora de estresse oxidativo (YUAN; MEEKER;
FERGUSON, 2017). As espécies reativas de oxigénio produzidas pela exposi¢ao a fumaca do
cigarro induzem a degeneragao celular de mitocondrias hepaticas e microssomais por causa de
mudangas sutis de membrana e que sao suficientes para permitir a passagem de enzimas
intracelulares. A inducdo de GGT aumenta a glutationa intracelular, que ¢ protetora contra o
estresse oxidativo. Ferro e cobre catalisam a reacao entre GGT e glutationa e causam
lipoperoxidagdo e mutagénese, levando a GGT a ser potencialmente prejudicial (VGBOR et
al., 2013).

Os ratos suplementados com alimentos funcionais na dieta e expostos cronicamente a
fumaga de cigarro apresentaram uma diminuigdo significativa nos parametros séricos
hepaticos analisados (ALT, AST, FA e GGT), em relacao aos do grupo CT, indicando uma
atenuacgao dos efeitos toxicos nos hepatocitos. Estudos recentes aludem o papel do
microbioma intestinal na patogénese das doengas, pois o microbioma intestinal ¢ suscetivel a
influéncia de fatores ambientais, como o tabagismo (SAVIN et al., 2018).

Os probidticos demonstraram potencial como estratégia de prevengdo ou terapia para
multiplas doencgas gastrointestinais, incluindo doencas hepaticas de diferentes etiologias
(KONTUREK et al., 2018). Embora os mecanismos exatos dos efeitos benéficos dos
probidticos no eixo do figado / intestino ainda ndo estejam completamente elucidados, os
efeitos terapéuticos favoraveis dos probidticos podem resultar da (1) modulagdo da
composi¢ao do microbioma intestinal e da producdo de fatores antibacterianos; (2)

modificacdo da permeabilidade e funcao do epitélio intestinal; e / ou (3) modulagdo do
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sistema imunoldgico nos niveis local e sistémico (KIRPICH; MCCLAIN, 2012; NG et al.,
2009; SHERMAN; OSSA; JOHNSON-HENRY, 2009).

Bactérias probioticas como Lactobacillus ou Bifidobacterium demonstraram efeitos
promissores na atenuacao do acaimulo de gordura hepatica, redugdo da resisténcia a insulina,
limita¢dao do dano hepético oxidativo e inflamatorio e diminuig¢do dos lipidios séricos (XU et
al., 2011). Em humanos foi demonstrado o efeito benéfico dos probioticos no dano hepatico,
juntamente com diminuicao nos niveis de aminotransferases e reducao nas concentragdes de
colesterol total e colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) (WONG et al., 2013).

Da mesma forma, alguns prebidticos limitaram a lesao hepatica e reduziram os niveis
de aminotransferase sérica e insulina (KESHAVARZIAN et al., 1994; MUTLU et al., 2009),
e esses beneficios estao associados a capacidade dos alimentos funcionais (prebioticos) de
aumentar a integridade, contratura do epitélio e restauracao da permeabilidade intestinal,
modulando o dano cronico as células hepaticas (COMMANE et al., 2005; GRATZ, 2010;
LOGUERCIO, 2002), assim como reduzir a translocagao bacteriana (BERG;
GARLINGTON, 1979), produgao de citocinas, fator de necrose tumoral (TNF-a) e
hepatotoxinas causadoras de inflamagao hepatica (GRATZ, 2010; WIEST; LAWSON;
GEUKING, 2014).

Resultados promissores também foram observados como o uso de simbidtico
(Bifidobacterium longum e frutoligossacarideos), num estudo randomizado, duplo-cego,
controlado com placebo, que demonstrou melhora nos testes bioquimicos e neuropsicolégicos
em 30 pacientes humanos com cirrose hepatica e tratados por trés meses em comparagdo com
o grupo placebo (MALAGUARNERA et al., 2012).

A concentragdo sérica de proteinas totais e as fragdes albumina e globulina foram
menores nos animais expostos cronicamente a fumaga de cigarro. Em humanos estudos

observaram reducao de proteinas totais (ROOHI; ASHRAF, 2017), albumina e globulinas,
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que incluem IgG, IgA e IgM (GONZALEZ-QUINTELA et al., 2008; ROOHI; ASHRAF,
2017), devido aos efeitos deletérios da fumaga do cigarro no figado ou em linfocitos
(PESSIONE et al., 2001), assim como aumento da atividade da caspase 3, levando a
apoptose celular (MAZZONE et al., 2010; MINICUCCI et al., 2016). Além disso, os
produtos quimicos da fumaga do cigarro podem ter efeito direto e indireto no perfil de
proteinas séricas, por alterarem diretamente as propriedades de ligacao da albumina,
resultando na sua degradacao no figado e perda de albumina pelo rim (hipoalbuminuria)
(ROOHI; ASHRAF, 2017).

Nos grupos suplementados com probidticos, prebidticos e simbioticos os niveis
destas proteinas foram significativamente maiores que o grupo CT. Esses resultados
corroboram com os resultados de (YOUNAN et al., 2018) no qual os alimentos funcionais
atenuaram os efeitos hepatotoxicos de metal pesado, cromio, e elevou as concentragdes
séricas das proteinas totais e as fragdes albumina e globulina nos ratos suplementados com
probioticos, prebioticos e simbidticos. Outros estudos relatam resultados semelhantes em
ratos suplementados com microrganismos probioticos: Lactobacillus acidophilus LA 14 e
Bifidobacterium longum BL 05 (LOLLO et al., 2012), Lactobacillus acidophilus NCFM®) e
Bifidobacterium lactis (Bi-07) (IRWIN et al., 2018) e Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium longum e Lactobacillus bulgaricus (ESLAMPARAST et al., 2014);
prebiotico, Larix occidentalis (IRWIN et al., 2018), frutooligossacarideo e também quando
suplementados concomitantemente formando simbioticos (ESLAMPARAST et al., 2014).

A acdo dos prebidticos na fun¢ao hepatica ainda nao esta clara, no entanto, acredita-
se que os prebioticos sdo capazes de regular a acdo das enzimas hepaticas lipogénicas,
elevar a produgdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), como o butirato o propionato

e acetato. Especialmente o butirato ¢ capaz de modular a acetilagdo de histonas,
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aumentando assim a disponibilidade de numerosos genes para fatores de transcricao, e leva
ainda a modulac¢do da produ¢ao de mucinas (SCHLEY; FIELD C.J., 2002). Foi
demonstrado que FOS e varios outros prebidticos aumentam a contagem de leucocitos nos
ganglios linfoides associados ao intestino (GALTSs) e no sangue periférico o que leva ao
aumento da secrecao de IgA pelos GALTs, estimula a funcao fagocitaria dos macrofagos
intra-inflamatorios (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

A fumaga do cigarro pode acarretar desequilibrio sistémico no perfil lipidico
(NELSON, 2013). Esses efeitos prejudiciais sobre os niveis séricos de colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL e triglicerideos foram observados nesse estudo. Os valores de
colesterol total, triglicérides e colesterol LDL, aumentaram significativamente no grupo
exposto ao tabagismo passivo e ndo suplementado, comparado com o grupo C. J& o nivel do
colesterol HDL diminuiu.

A fumaga de cigarro tem vérios radicais livres e que quando introduzidos no
organismo, danifica algumas macromoléculas vitais ¢ modifica o metabolismo de proteinas e
lipideos, podendo levar a uma dislipidemia, principal combustivel da aterogénese (DEATON;
MARLIN, 2003). A dislipidemia: triglicérides, LDL e VLDL elevados, juntamente com o
HDL diminuido, esta associada a ocorréncia de lesdes ateroscleroticas no endotélio vascular
(NELSON, 2013; SONAGRA et al., 2017) e predispde a um risco aumentado de ocorréncia
de doengas cardiovasculares em tabagistas (LEE et al., 2017).

Os mecanismos bioldgicos que ligam o tabagismo e a aterogénese sdo complexos,
mas uma liga¢do presumida ¢ que a nicotina estimula o sistema simpdatico adrenal a secretar
catecolaminas. Essas catecolaminas aumentam a lip6lise e a concentracdo de acidos graxos
livres no plasma, que por sua vez aumenta a sintese hepatica do triglicérides e VLDL na
corrente sanguinea (AN et al., 2016; LEE; COOKE, 2011; LEE et al., 2011; OATES;

WOOD; BENOWITZ, 1988), a medida que o triglicérides e o VLDL sérico aumenta, a
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probabilidade de seu encontro com HDL e a proteina de transferéncia de colesterol éster
(CETP) aumenta. A CETP ¢ responsavel pela troca de triglicérides com éster de colesterol
(CE) entre particulas VLDL e HDL. Essas particulas de HDL ricas em triglicérides e pobres
em CE s3o menos estaveis, pelo que se desintegram e ha quedas do nivel de HDL no soro
(TALAYERO; SACKS, 2011). Desta forma o aumento do triglicérides e VLDL esta
associado a diminuic¢ao do nivel de HDL em fumantes.

As particulas de LDL sdo derivadas de particulas de VLDL. De tal forma, o
aumento do VLDL leva ao aumento do LDL no plasma. A medida que o nivel sérico de
HDL diminui, o transporte reverso de colesterol também diminui. Devido a estas razdes, a
deposigao de colesterol no tecido periférico aumenta. Os efeitos do tabagismo nas
lipoproteinas plasmaticas sdo atribuidos também a diminui¢do da atividade da lipoproteina
lipase (LPL), da atividade plasmatica da enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) e
ao aumento dos acidos graxos livres (AGL), enquanto a lipase hepatica (HL) ndo ¢
influenciada.

Mesmo na auséncia de dislipidemia, o tabagismo prejudica varias etapas do
transporte reverso do colesterol (ATHYROS et al., 2013), esse mecanismo de acao justifica o
nivel de HDL baixo no grupo controle intoxicado com fumaca de cigarro em nosso trabalho.

Estudos demonstram os mecanismos da utilizagdo de probioticos na diminui¢ao do
colesterol sérico, através da capacidade de microbios probidticos para desconjugar
enzimaticamente o 4cido biliar usando hidrolase de sal biliar (BSH) (BEGLEY; HILL;
GAHAN, 2006; BRASHEARS; GILLILAND; BUCK, 1998; NOCIANITRI et al., 2017). Na
forma conjugada, o 4cido biliar se dissolvera principalmente de modo que uma pequena
porc¢do ¢ absorvida no intestino, desta forma, a maioria ¢ excretada pelas fezes, o colesterol
absorvido seréd entdo usado para sintetizar novos acidos da bile (que ¢ uma resposta

homeostatica), resultando na diminui¢do do nivel sérico de colesterol.
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Outro estudo testou a conversao de colesterol a coprostanol pela redutase de
colesterol utilizando cepas de lactobacilos, as cepas estudadas foram capazes de produzir
colesterol redutase intracelular, também foi detectada a colesterol redutase extracelular,
indicando que a bioconversao do colesterol em coprostanol poderia também ocorrer fora da
célula, e isso pdde beneficiar o hospedeiro reduzindo os niveis de colesterol no sangue (LYE;
RUSUL; LIONG, 2010; NOCIANITRI et al., 2017).

Neste estudo os probioticos demonstraram capacidade de modificar a concentracao
das lipoproteinas, elevando HDL e reduzindo LDL. (YOUNAN et al., 2018) demonstrou que
0s probidticos t€ém um importante poder de desintoxicagdo, aumento dos niveis de HDL e
diminui¢do dos niveis de LDL em ratos intoxicados por metal pesado, cromio hexavalente,
que também esta presente na fumaga do cigarro.

Os probioticos diminuiram a concentragao plasmatica de triglicerideos, corroborando
resultados semelhantes em camundongos intoxicados com fumaca de cigarro e suplementados
com esse alimento funcional (SALAHUDDIN et al., 2013), que tem papel fundamental na
remediacao de agentes toxicos. Estudos realizados por (HARISA et al., 2009; SALAJ et al.,
2013) afirmam que o efeito hipotrigliceridémico dos probiodticos pode estar relacionado ao
inicio da atividade das lipases (especialmente a LPL), que sdo responsaveis pelo metabolismo
dos triglicerideos, diminuindo a absor¢ao intestinal de lipidios ou aumentando o catabolismo
lipidico e/ou a atividade antioxidante.

As dosagens bioquimicas dos indicadores da fung@o renal mostraram elevagdo das
concentragdes plasmaticas da creatinina e da ureia dos animais do grupo exposto a fumaca do
cigarro e ndo suplementado com alimentos funcionais. Esses resultados estdo em
concordancia com estudo que demonstrou que a exposi¢ao a fumaga do cigarro € capaz de
elevar a concentragao da creatinina ¢ da ureia de ratos (DRUMMOND et al., 2016;

OKONKWO et al., 2013).
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A fumaga de cigarro possui substancias nefrotoxicas, dentre elas o cadmio (Cd) e
chumbo (Pb) (COOPER, 2006; DESAI et al., 2016; FADROWSKI et al., 2010; GOLLI et al.,
2016), que provocam alteragdes na fun¢do tubular proximal acarretando aumento da
creatinina e ureia sérica. Além disso, Jaimes et al. demonstraram que compostos estaveis tiol-
reativos presentes na fumaca do cigarro podem ativar a NADPH oxidase e aumentar a
producao vascular de espécies reativas de oxigénio (ROS), reduzindo a bioatividade do NO e
causar disfuncdo endotelial (JAIMES et al., 2004).

A analise dos parametros bioquimicos basicos e classicos utilizados para avaliagao
da fun¢ao renal mostrou alteragdes significativas no grupo de ratos suplementados com
probidtico, prebidtico e simbidtico na dieta e expostos cronicamente a fumaga de cigarro.

Essa reducao dos efeitos deletérios podem ser devido a modulacao benéfica desses
alimentos funcionais no crescimento bacteriano no coélon, aumentando a concentracao de
microrganismos sacaroliticos e diminuindo a concentragdo de espécies proteoliticas,
resultando na reducao da geragdo de toxinas prejudiciais ao rim (VENKATESWARLU et al.,
2017).

Os probioticos podem impedir a ligagao de substancias entéricas patdgenas,
dificultando a ligagdo aos receptores locais, causando um aumento da depuracao do patdogeno
no trato gastrintestinal e evitando assim que invadam o hospedeiro (LINDEN et al., 2008).
Estimulam também a imunidade inata do sistema de sinalizagdo para as células dendriticas,
que podem translocar para os linfonodos mesentéricos, onde induzem as células T reguladoras
(FoxP3 +) e a produgdo de citocinas anti-inflamatdrias (interleucina-10 e fator de crescimento
transformador-3 (DALMASSO et al., 2006). Além disso, tém a capacidade de promover a
diferenciagdo de células B e aumentar a producdo de IgA secretora que adere a camada de
muco que recobre o epitélio do intestino e se liga a micro-organismos patogénicos reduzindo

sua capacidade de obter acesso as células endoteliais (KOPPE; MAFRA; FOUQUE, 2015).
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A suplementagao do prebidtico também reduziu os niveis bioquimicos de ureia e
creatinina, o possa ser decorrente da capacidade desse alimento funcional de poder expandir o
crescimento de populacdes microbianas benéficas especificas, como Lactobacillus e
Bifidobacterium (BINDELS et al., 2015) e no grupo que foi alimentado com dieta
suplementada com simbiotico, verificamos resultados similares, evidenciando os mesmos
resultados dos alimentos adicionados de maneira separada na ragao.

As dosagens de glicemia nos animais do grupo CT foram significativamente maiores
quando comparados ao grupo C. Esse resultado pode ser devido a acdo da nicotina, que induz
diretamente a hiperglicemia pela ativacao da glicogenolise e gliconeogénese nas células
hepaticas (JOSE et al., 2009; VU et al., 2014). Também tem sido associado & resisténcia a
insulina e a diminuicao da tolerancia a glicose, o que poderia culminar no desenvolvimento de
diabetes tipo 2 (WU et al., 2015). No estudo de Adhami et al. (2016), 49% da populagdo de
camundongos expostos a fumaga de cigarro desenvolveram sintomas de resisténcia a insulina
e sindrome metabdlica, apresentando aumento da glicemia de jejum e insulina sérica em
jejum. E em contraste, a pesquisa de Ebersbach-Silva et al. (2013), ndo observou alteracao na
glicemia de jejum apds exposi¢ao a fumaca de cigarro.

Os efeitos da nicotina sao atribuidos a um aumento da lip6lise no tecido adiposo
através da ativagao de AMPKoa2. Através da ativacdo de AMPKa2 no tecido adiposo branco,
a nicotina prejudica a sinalizac¢do da insulina, regula a lipdlise e eleva as concentragdes de
acidos graxos livres circulantes (AGL), induzindo resisténcia a insulina. Promove também
redistribuicdo lipidica e deposicao de gordura ectdpica, por exemplo, esteatose hepatica,
aumentando os triglicerideos hepaticos e séricos.

Yadav et al. (2013) relataram que o probidtico VSL#3 [quatro estirpes de
lactobacilos (Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus e L. delbrueckii subsp.

bulgaricus), trés estirpes de bifidobactérias (Bifidobacterium longum, B. breve e B. infantis) e
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Streptococcus salivarius subsp. thermophilus] levou a modulacao da composi¢ao da
microbiota intestinal € a um aumento no horménio glucagon-like peptide (GLP-1), esse
peptideo semelhante ao glucagon € visto como um hormonio produzido nas células L
intestinais, que agem via circulacdo na saciedade no cérebro, motilidade intestinal e secrecao
de insulina e glucagon na ilhota pancreatica. Os efeitos benéficos do VSL#3 foram associados
com um aumento nos niveis de um acido graxo de cadeia curta (AGCCs): butirato. Usando
um sistema de cultura de células, demonstraram ainda que o butirato promoveu a liberagao de
GLP-1 a partir de células-L intestinais. Estes resultados suportam a no¢ao de que o eixo flora-
butirato-GLP-1 probidtico-intestinal promove a efici€éncia metabolica e protege contra os
efeitos deletérios da obesidade induzida por dieta rica em gordura e diabetes (CHAPMAN;
PLOSKER; FIGGITT, 2007).

As evidéncias que apoiam o uso de alimentos funcionais: probioticos, prebioticos e
simbioticos estdo claramente aumentando em humanos e modelos animais, porém varias
questdes permanecem: (i) Qual(is) microrganismo(s) podera(rao) reduzir os efeitos deletérios
da fumaca de cigarro? (i1) Qual ¢ a dose minima ou concentragdo necessaria de cada
probidtico necessario para ver um beneficio? E (iii) ¢ uma mistura de probidticos sinérgicos
em comparag¢ao com o uso de uma cepa particular?

A medida que a compreensio do microbioma humano cresce, aprofundamos nossa
apreciagdo de qudo individualizado e complexo ¢ o ambiente microbiano do ser humano.
Imaginamos a necessidade de, por fim, customizar um regime de cuidados com o trato
digestorio para cada ser humano apo6s a amostragem da unica “impressao digital”
microbioldgica do paciente. Nossos resultados enfatizam que em regimes de exposi¢ao
biologicamente relevantes (fumaca de cigarro) ¢ fundamental estudar alimentos funcionais

que possam reduzir as respostas fisiopatologicas em modelos animais e em humanos.
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CONCLUSAO

A suplementacao dos alimentos funcionais: probidtico (Lactobacillus acidophilus,
Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum), prebidtico
(mananoligossacarideo) e simbiotico (combinac¢do de probiotico e prebidtico) na dieta de
ratos, como modelo animal, reduzem os efeitos toxicos deletérios da exposi¢ao cronica ao
tabagismo passivo, em relacao a parametros fisioldgicos (peso e ganho de peso) e

bioquimicos (perfis hepatico; proteico; lipidico; renal e glicémico).
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Figura 1 - Gréfico reprentando a linha do tempo do experimento.
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Figura 2 — Efeito dos alimentos funcionais: probiotico, prebiodtico e simbidtico, nos
parametros nutricionais: peso inicial, peso final e ganho de peso de grupos de ratos na fase de
crescimento expostos cronicamente a fumaca de cigarro. As colunas e barras representam a
média + desvio padrao de 12 ratos. Comparacao entre médias ANOVA one-way, com
contrastes pelo método de Tukey (P>0,05).
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Tabela 1 - Composi¢ao (%) das dietas, fornecidas aos ratos Wistar na fase de crescimento.

Dietas padrao e experimentais

Ingredientes (g)

Padrao Prob Preb Symb
Farelo de milho 82.95 82.95 82.95 82.95
Oleo de Soja 7.00 7.00 7.00 7.00
L-Cisteina 0.30 0.30 0.30 0.30
Celulose 5.00 3.00 4.00 2.00
Cloreto de Sédio 0.25 0.25 0.25 0.25
Vitamina mix* 1.00 1.00 1.00 1.00
Mineral mix** 3.50 3.50 3.50 3.50
Probiotico®** 0.00 2.00 0.00 2.00
Prebiotico™*** 0.00 0.000 1.00 1.00
Total 100.00 100.00 100.00 100.00

* Vitamina mix/Kg: Acido nicotinico, 30 mg; Pantotenato, 15 mg; Piridoxina, 6 mg; Tiamina, 5 mg;
Riboflavina, 6 mg; Acido folico, 2 mg; Biotina, 0,2 mg; Vitamina B12, 25 mg; Vitamina E, 75 UI; Vitamina A,
4000 UI; Vitamina D3, 1000 UI; Vitamina K, 900 mg; Colina, 1000 mg. ** Mineral mix mg/Kg: Calcio, 5000;
Fosforo, 1,561; Potassio, 3600; Enxofre, 300; Sodio, 1019; Cloro, 1,574; Magnésio, 507; Ferro, 35; Zinco, 30;

Manganés, 10; Cobre, 6; lodo, 0,2; Molibdénio, 0,15; Selénio, 0,15. *** Lactobacillus acidophilus,

Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum and Bifidobacterium longum (2—5 10° UFC cada). ****
Mananoligossacarideo (MOS), composto da fragdo activa a-1,3 e a-1,6, apresentando 30% de a-mananos e
derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Tabela 2 - Parametros bioquimicos de ratos Wistar, na fase de crescimento, alimentos com dietas suplementadas com alimentos funcionais:
probiodtico, prebidtico e simbidtico e expostos cronicamente a fumaga de cigarro.

Grupos/tratamentos

Parametros

C Prob Preb Symb CT ProbT PrebT SymbT
ALT (IULY 41,40 +4.31%  40,62+3,54"  40,50+6,10  39,79+207* 6570+6,92°  53,48+420° 5426+503°  56,42+4,62°
AST (IUL™) 130,72 +3,48" 129,53 £6,78" 126,35+ 10,57" 127,94 +9,75% 206,62 + 12,13 15791 +6,19° 169,94 +11,96° 162,03 + 12,43®
FA (IULY) 89,31 +3,56"®  88,38+4,74""  87,29+687% 87,71+546" 10575+5,75° 94,30+3,74*®  9558+736%  9330+7,52"8
GGT (IUL™Y 7,02 + 0,288 6,99 + 0,26" 6,91 +0,19* 6,93 +0,27" 8,01 +0,19° 7,43+0,15  7.33+0,27°%¢ 7,49 +0,34€
Proteinas totais 6,73 + 0,26° 6,89 + 0,26° 6,74+ 0,19  6,67+031¢  442+0,17" 5,94 +0,26" 5,83+0,15" 591+0,16"
Albumina (g dL™) 3,71 +£0,10¢ 4,08 +0,12° 3,96+ 0,11° 3,94 +0,22° 2,49 + 0,154 3,41+0,17° 3,37+0,16° 3,46 +0,13°
Globulinas (g dL™") 3,02+0,19° 2,81+£0,19° 2,78 +0,12¢ 2,74 £ 0,19 1,93 +0,16* 2,53+0,18%¢  246+0,14° 2,45+0,18"
Colesterol total (mg dL™") 81,89+ 5,32 7921 +4.37*® 74,07+ 446" 7286+6,01" 9556+544°  83,64+3,74° 81,64+3,64%  78,65+6,43"
HDL (mg dL™") 50,42 + 5,66° 55,82+ 8,055 57,18 +8,695 5457+£547°  37,03+£439%  4514+6,19"% 46,74+ 6,67°  47,05+9,95°
LDL (mg dL™) 27,98 5,44"° 25,01+5.84%  24,67+835% 25,18+8,18"  41,58+5,99° 3348+729"C 3557+7,69° 3436+7,82"
Triglicerideos (mg dL™") 58,64 +7,08"® 51,50 +6,28" 54,98 +4,46" 5537+5,12% 7333+£4,19°  66,14+590° 63,97+5,68%  64,52+6,17°C
Ureia (mg dL™) 30,55 +4,01°  28,75+324% 2826+399% 27,14+2,89"  38,38+544%  30,05+3,05" 3024+3,52%  3127+4,78"
Creatinina (mg dL™") 0,75+ 0,07*" 0,71 +£0,09°  0,71+0,10° 0,68 +0,05" 1,10 + 0,08¢ 0,83 + 0,09° 0,84+ 0,10° 0,85+ 0,10°
Glicose (mg dL™) 108,26 +5,08*% 102,39 +5,72% 98,61 + 8,65 100,79 +7,52% 113,22 +5,72° 104,80 + 8,425 106,91 + 8,54%C 104,08 + 11,535

Valores da média + DP (n=10). * Média com similar sobrescrito em linha nio difere significativamente, pelo teste de Tukey (P>0,05). Grupos: (C), dieta basal; (Prob), dicta
basal suplementada com 20 g Kg' de uma associagio de microrganismos probidticos [Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada)]; (Preb), dieta basal suplementada com 10 g Kg' de prebidtico [mananoligossacarideo (MOS), composto da fragio activa o-1,3 e
0-1,6, apresentando 30% de o-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae]; (Symb), dieta basal suplementada com 20 g Kg™' de uma associagio de
microrganismos probioticos e 10 g Kg™ de prebiotico; (CT), dieta basal; (ProbT), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma associa¢io de microrganismos probidticos;
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1 (PrebT), dieta suplementada com 10 g Kg™' de prebiotico; e (SymbT), dieta basal suplementada com 20 g Kg™' de uma associagdo de microrganismos probioticos ¢ 10 g Kg™
2 de prebiotico.
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ANEXO B

Normas da Revista: Ciéncia Rural

Objetivo e politica editorial

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a

area de Ciéncias Agrarias que deverdo ser destinados com exclusividade.
Preparacao de originais

2. Os artigos cientificos, revisoes ¢ notas devem ser encaminhados via eletronica e

editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderdo ser
traduzidos apo6s a 1° rodada de avaliacdo para que ainda sejam revisados pelos consultores ad
hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso nfo traduzidos nesta etapa e
se aprovados para publicacdo, terdo que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por
empresas credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o

certificado de traducdo pelas mesmas para seguir tramitagdo na CR.
Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform Crural10

code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special rates.
- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)
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- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)
- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

O trabalho apds traducao e o respectivo certificado devem ser enviados para:

rudiweiblen@gmail.com

As despesas de traducdo serdo por conta dos autores. Todas as linhas deverdo ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho deverd ser digitado em tamanho A4 210 x
297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espago duplo, com margens superior,
inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de
paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo
tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do
texto e individualmente por pagina, sendo que nao poderao ultrapassar as margens € nem estar
com apresentacdo paisagem. Tendo em vista o formato de publicagdo eletronica estaremos
considerando manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os
trabalhos aprovados que possuirem paginas além do estipulado terdo um custo adicional para

a publicagdo (vide taxa).

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisao
de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussao; Conclusdo; Referéncias e
Declaracdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicao;
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias.
Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacao de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser

enviado um dos modelos ao lado (Declaracio Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

4. A revisdo bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugao;
Desenvolvimento; Conclusao; Referéncias e Declaragao de conflito de interesses.
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisi¢do e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovac¢ao de um comité de ética
institucional ja na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado

(Declaracao Modelo Humano, Declaracao Modelo Animal).
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5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com
introducao; metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou
figuras); Referéncias e Declaragdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e
Apresentacio; Fontes de Aquisi¢do e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca
devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacao de um comité de ética institucional
j& na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragao

Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes
informagdes em inglés, exceto para artigos submetidos em portugués (lembrando que

preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?
Para maiores informagdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no

endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser
maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo.
O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem

aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

9. As citagdes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maitisculas seguidas do ano
de publicacao, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por
MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma formag¢ao congénita
(MOULTON, 1978).
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10. Nesse link ¢ disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote (o
EndNote ¢ um software de gerenciamento de referéncias, usado para gerenciar bibliografias
ao escrever ensaios e artigos). Também ¢ disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para

uso com o software Mendeley.

11. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme

normas proprias da revista.
11.1. Citagao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazdnia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:

GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E.
The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.

TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas em
animais de grande porte. Sao Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:

O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificagdo DOI

(Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, L.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages
of the stored product pests Tribolium confusum(Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam
(Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-
474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.



55
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