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fazer da maledicéncia”
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RESUMO

Efeitos dos alimentos funcionais na qualidade 6ssea de ratos expostos ao
tabagismo passivo cronico: estudos pré-clinicos randomizados

O tabagismo € uma preocupacgédo global devido ao impacto na saude publica,
particularmente em causar doencgas cronicas e sofrimento de milhdes de pessoas e
€ uma das principais causas de mortes evitaveis em todo o mundo. Estima-se em
US$ 422 bilhdes o custo global anual dos servicos de salde associados ao
tabagismo, equivalente a US$ 56,34 por pessoa. Isso representa 5,7% do gasto total
em saude no mundo. A mistura da fumaga do cigarro contém por volta de 4.700
substancias téxicas que estdo associados a diminuicdo de massa Ossea e
influenciando no processo de consolidagcdo e remodelacdo 6ssea. O tecido 6sseo
por ser multifuncional e sujeito a diferenciagdo celular em diferentes estagios de
desenvolvimento é mais susceptivel a receber a agao deletéria da nicotina, principal
agente agressor da fumaga do cigarro. Os alimentos funcionais, probidtico,
prebidtico e simbidtico, devido sua capacidade de melhorar a absorgao intestinal e
competir com microrganismos patdégenos podem contribuir para a melhora da
qualidade 6ssea. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementagao na
dieta de suplementos alimentares: probidtico, prebidtico e simbidtico, na composig¢ao
mineral, histomorfometria, propriedades biomecanicas e dimensao fractal do fémur
de ratos em fase de crescimento, expostos cronicamente a fumaga do cigarro (PT).
Sessenta e quatro ratos machos jovens foram randomicamente distribuidos em oito
grupos (n=8): controle (C) [dieta basal (DB)]; probidtico (Pro) [DB + probidtico
(Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada)]; prebidtico (Pre) [DB + prebictico
(mananoligossacarideo)]; simbiético (Sym) (DB + probiodtico + prebidtico); controle
fumante (CT) [DB + protocolo de exposigdo ao tabagismo passivo (PT)]; probiotico
fumante (ProT) (DB + probidtico + PT); prebidtico fumante (PreT) (DB + prebidtico +
PT); e simbidtico fumante (SymT) (DB + prebidtico + probiodtico + PT). Os ratos foram
sacrificados apos a189 dias de periodo experimental e os resultados revelaram que
a suplementagdo com probidticos, prebidticos e simbidticos melhoraram
significativamente (P<0,05) os parametros: P, Ca, Mg, DMO, CMO, resisténcia,
resiliéncia, dimenséao fractal e tamanho da area das diafises dos fémures dos ratos
expostos cronicamente ou ndo a fumaga do cigarro. Concluimos que a
suplementacdo dos alimentos funcionais, probidtico, prebidtico ou simbidtico,
melhorou a saude Ossea de ratos em fase de crescimento expostos cronicamente a
fumaca do cigarro.

Palavras-chave: Composicao mineral, Histomorfometria; Propriedades
Biomecanicas; Dimensao Fractal.



ABSTRACT

Effects of functional foods tissue of rats bone chronically exposed to cigarette
smoke: studies pre-clinical randomized

Smoking is a global concern because of the impact on public health, particularly in
causing chronic illness and suffering for millions of people and is a leading cause of
preventable deaths worldwide. The global annual cost of health services associated
with smoking is estimated at US$ 422 billion, equivalent to US$ 56.34 per person.
This represents 5.7% of total health expenditure in the world. The blend of cigarette
smoke contains around 4.7000 toxic substances that are associated with decreased
bone mass and influencing the process of bone healing and remodeling. Bone tissue
being multifunctional and subject to cell differentiation at different stages of
development is more susceptible to receiving the deleterious action of the main
smoking agent of cigarette smoke. Functional, probiotic, prebiotic and symbiotic
foods due to their ability to improve intestinal absorption and compete with
pathogenic microorganisms may contribute to the improvement of bone quality. The
objective of this study was to evaluate the effects of dietary supplementation of
probiotic, prebiotic and symbiotic supplements on mineral composition,
histomorphometry, biomechanical properties and fractal dimension of the femur of
growing rats, chronically exposed to cigarette smoke (PT). Sixty-four young male rats
were randomly assigned to eight groups (n = 8): control (C) [basal diet (DB)];
probiotic (Pro) [DB + probiotic (Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium,
Bifidobacterium thermophilum and Bifidobacterium longum (2-5 10° CFU each)],
prebiotic (Pre) [DB + prebiotic (mannan oligosaccharide)], symbiotic probiotic +
prebiotic + PT), prebiotic smoker (PreT) (DB + prebiotic + PT), smoker control (PT +
The rats were sacrificed after 189 days of experimental period, and the results
showed that probiotic, prebiotic and symbiotic supplementation improved significantly
(P <0.05), as well as symbiotic smoker (SymT) (DB + prebiotic + probiotic + PT). The
results showed that the functional food supplementation, probiotic, prebiotic, and the
presence of the functional, probiotic, optical or symbiotic improved bone health in
growing rats chronically exposed to cigarette smoke.

Keywords: Mineral composition; Histomorphometry; Biomechanical properties;
Fractal Dimension.
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ARTIGO CIENTIFICO A

Composicao mineral, histomorfometria e propriedades biomecénicas éssea sio melhoradas com a
suplementacao de probioticos, prebidticos e simbidticos em ratos expostos cronicamente ao tabagismo
passivo: estudo pré-clinico randomizado

Mineral composition, histomorphometry and bone biomechanical properties are improved with
probiotic, prebiotic and symbiotic supplementation in rats chronically exposed to passive smoking:
randomized preclinical study

Marcelo Fernandes Tribst'; Leticia Rocha Magalhdes”; Heliard Rodrigues dos Santos Caetano'; Weber
Gutemberg Alves de Oliveira'; Marcos Natal Rufino'; Osimar Sanches’; Mario Jefferson Quirino Louzada®;
Hermann Bremer-Neto'

RESUMO

A fumaga de cigarro em grandes centros ¢ uma das causas mais importantes de doengas inflamatorias
cronicas em saude publica ¢ esta associada a diminui¢do de massa dssea, processo de consolidacdo e
remodelagdo ossea. Os alimentos funcionais suplementados na dieta, devido sua capacidade de melhorar a
absor¢do intestinal € competir com microrganismos patdgenos, podem contribuir para a melhora da
qualidade o6ssea. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de alimentos
funcionais, probiodtico, prebiotico ou simbidtico, na composi¢do mineral, histomorfometria ¢ nas
propriedades biomecanicas Osseas de ratos em fase de crescimento expostos cronicamente a fumaca do
cigarro (T). Sessenta e quatro ratos machos jovens foram randomicamente distribuidos em oito grupos (n=8):
controle (C) [dieta basal (DB)]; probiotico (Pro) [DB + probidtico (Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium thermophilum and Bifidobacterium longum (25 10° UEC cada)]; prebiético (Pre)
[DB + prebidtico (mananoligossacarideo)]; simbiotico (Sym) (DB + probiodtico + prebiotico); controle
fumante (CS) [(DB + protocolo de exposi¢ao ao tabagismo passivo(PT)]; probidtico fumante (ProS) (DB +
probidtico + PT); prebidtico fumante (PreS) (DB + prebidtico + PT); e simbidtico fumante (SymS) (DB +
prebiotico + probidtico + PT). Os ratos foram sacrificados apos 189 dias de periodo experimental os
resultados revelaram que a suplementacdo com probiodticos, prebidticos e simbidticos melhoraram
significativamente (P<0,05) os parametros: P, Ca, Mg, DMO, CMO, resisténcia, resiliéncia e tamanho da
area das diafises dos fémures dos ratos expostos cronicamente ou ndo a fumaga do cigarro. Os resultados
permitem concluir que a suplementacéo dos alimentos funcionais melhorou a satde dssea de ratos expostos
cronicamente ou nao a fumaca do cigarro.

Palavras Chaves: Alimentos Funcionais, Fémur, Massa Ossea, Nutrigao, Fumaca do cigarro.

ABSTRACT
Cigarette smoke in large centers is one of the most important causes of chronic inflammatory diseases in
public health and this is associated with a decrease in bone mass, consolidation process and bone
remodeling. Functional foods supplemented in the diet, because of their ability to improve intestinal

absorption and compete with pathogenic microorganisms, may contribute to the improvement of bone
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quality. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of functional, probiotic, prebiotic or
symbiotic food supplementation on the mineral composition, histomorphometry and bone biomechanical
properties of chronically exposed chronically smoked (T) mice. Sixty-four young male rats were randomly
assigned to eight groups (n = 8): control (C) [basal diet (DB)]; probiotic (Pro) [DB + probiotic (Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum and Bifidobacterium longum (2-5 10°
CFU each)], prebiotic (Pre) [DB + prebiotic (mananoligosaccharide)], symbiotic probiotic + probiotic + PT),
prebiotic smoker (PreS) (DB + prebiotic + PT), smoker control (CS + (DB + prebiotic + probiotic + PT) .The
animals were killed after 189 days of experimental period, the results showed that probiotic, prebiotic and
symbiotic supplementation improved significantly (P <0.05) the parameters: P, Ca, Mg, BMD, CMO,
resistance, resilience and size of the femur diaphysis area of chronically or non-chronically exposed animals.
The results suggest that supplementation of functional foods improved bone health of exposed rats
chronically or not cigarette smoke.

Key Words: Functional Foods, Femur, Bone Mass, Nutrition, Cigarette Smoke.

Introducio

A fumaga do tabaco (T) ¢ uma mistura complexa, dindmica e reativa contendo cerca de
5.000 produtos quimicos (NAGALIE et al., 2014) e que esta associada a uma diminui¢do da massa dssea,
sendo, portanto, considerada um fator de risco para o desenvolvimento da osteoporose em seres humanos
(HERMIZI et al., 2009), além disso, a nicotina da fumac¢a tem uma agdo direta sobre o metabolismo 6sseo,
influenciando o processo de remodelagdo dssea na proteogénese do osteoblasto. (ELSHAWARBI et al.,
2014).

O tecido 6sseo ¢ um tecido multifuncional, metabolicamente muito ativo, constituido por
uma populagdo heterogénea de células em diferentes estagios de diferenciagdo. Esse tecido pode ser alterado
por uma série de condi¢des: idade, doencgas Osteo-metabdlicas, mobilidade diminuida e acdo de drogas,
podendo levar a um desequilibrio entre formagdo e reabsorg¢do dssea e que tem como consequéncia o
desenvolvimento de doengas esqueléticas, dentre elas a osteoporose. Essa doenga esquelética se caracteriza
como sistémica, progressiva, baixa massa Ossea, deterioracdo da microarquitetura do tecido Osseo e
diminui¢do da densidade mineral 6ssea (DMO) (AMUGONGO et al., 2014; CHANG et al., 2017).

Os minerais mais importantes na composicao dssea sdo o fosforo (P), calcio (Ca) e magnésio
(Mg) e sdo fixados de forma organizada sobre uma matriz organica, cujo principal constituinte ¢ o colageno
(ELKOMY; ELSAID, 2015; HERNANDEZ-BECERRA et al., 2017). Alguns alimentos funcionais e
ingredientes bioativos tém demonstrado atuar beneficamente na composi¢do mineral e nas propriedades
biomecanicas dsseas, melhorando a saude 6ssea (COSMAN et al., 2014; HERNANDEZ-BECERRA et al.,
2017).

Dentre os alimentos funcionais, os probidticos sdo microrganismos vivos que promovem
beneficio para o hospedeiro ao regular a homeostase da microbiota (UMBRELLO; ESPOSITO, 2016). Os

prebidticos sdo componentes alimentares naturais ou sintetizados com carboidratos em sua estrutura e que
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sdo metabolizados seletivamente pelos microrganismos probidticos, conferindo beneficios ao hospedeiro
(CORRIE; CASTILLO, 2017). O simbiotico ¢ composto da associacdo de probidticos e prebidticos e que
tem demonstrado poder modificar beneficamente a composicdo da microbiota intestinal e o metabolismo
mineral, assim, colaborando para um melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta e proporcionando uma
estrutura 6ssea com maior conteido mineral (SCHOLZ-AHRENS et al., 2016).

Poucos estudos pré-clinicos investigaram mudangas na composi¢cdo mineral, parametros
histomorfométricos e propriedades biomecanicas dsseas em ratos suplementados com alimentos funcionais:
probidtico (Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum ¢
Bifidobacterium longum), prebidtico [mananoligossacarideo (MOS), oligossacarideo da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae] € simbidtico em ratos expostos cronicamente a fumaga do cigarro.

Utilizou-se o rato como modelo animal, por ser fisiologicamente semelhante aos humanos
(ABBOTT, 2004). Portanto, objetivou-se avaliar o efeito benéfico da suplementacdo de alimentos
fiuncionais, probidtico, prebidtico e siumbidtico, na composi¢cdo mineral, propriedades biomecanicas ¢
parametros histomorfométricos de ratos em fase de crescimento ¢ expostos ou nao cronicamente a fumaca do

cigarro.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos da Declaragcdo Universal
dos Direitos Animais da Organizagdo das Na¢des Unidas para a Educacgio, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO).
O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Estudos em Animais da instalagdo de teste
antes do inicio do experimento, sob o protocolo n° 2686, da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),

Presidente Prudente, Brasil.

Animais e cuidados com os animais

Os ratos utilizados neste estudo foram provenientes do Biotério Central da Universidade do
Oeste Paulista (Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil). A dieta basal foi formulada para atender as
necessidades nutricionais dos ratos de acordo com os padroes NRC (Tabela 1) (HAN et al., 2016) ¢ agua
potavel da torneira (Cidade de Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil), a vontade, exceto durante os periodos
de exposigao.

Sessenta e quatro ratos Wistar machos em fase de crescimento (Rattus norvegicus albinus),
com massa corporea inicial média de 46,3 = 2,6 g, 21 dias de idade, foram alojados em gaiolas individuais,
em ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura controla a 22 + 2°C, umidade 55 = 10% e média de trocas
de ar de 15 trocas/hora.

Foi realizada ocultagdo da alocagdo, estratégia de manejo e tratamentos dos animais para

reduzir viés no estudo (MA et al., 2017). O experimento durou 189 dias, sendo 5 dias de adaptagdo e 184
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dias experimental a estratégia de manejo e a exposi¢do a fumaca do cigarro e alimentagdo com dietas basal e

ou experimentais (Figura 1).

Desenho Experimental

Imicio e
FPeriodo de adapiacaoc ao manejo

—
Periodo de adaptiacio a Pamaca —

do cigarro

Feriodo de exposicio a famaga
do cigarro

Suplementaciho da dieta com PFRO.,
FRE « SYM

FPeriodoe Experimental

Morte dos Anbmais

*
Tempo (Dias) ﬂ ﬁ ﬁ

o 5 189

Figura 1: Representacdo grafica da linha do tempo. Grupos: A= Grupos ndo expostos a fumaga do cigarro;
B = Grupos expostos a fumaga do cigarro. Tratamentos/Grupos: C: dieta basal; Pro: dicta basal suplementada
com 2 g de probidticos [Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum (25 10° UFC cada)]; Pre: dieta basal suplementada com 1lg de
mananoligossacarideo (fragdo activa, a-1,3 e a-1,6 derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30%
de o-mananos, derivados de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae )]; Sym: dieta basal suplementada
com 2 g Probioticos e 1 g Prebiodtico; CS: dieta basal + protocolo tabagismo passivo (PT); ProS: dieta basal
suplementada com 2 g probiodtico + PT; PreS: dieta basal suplementada com 1g prebidtico + PT; e SymsS:
dieta basal suplementada com 2 g probiotico + 1 g prebiotico + PT.

Delineamento do estudo

Os ratos foram aleatoriamente agrupados por meio de uma tabela de sequéncias geradas pelo
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016) e distribuidos em oito grupos experimentais (n=S8),
os quais foram alimentados com: Controle (C), dieta basal; Probiodtico (Pro), dieta basal suplementada com
20 g Kg' de uma associa¢do de microrganismos probiodticos [Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2—5 10° UFC cada) (Brazilian Enterprise
to Increase Livestock Productivity — Embraupec, Paranavai — PR, Brasil)]; Prebiotico (Pre), dieta basal
suplementada com 10 g Kg™ de prebidtico [mananoligossacarideo (MOS), composto da fragdo activa o-1,3 e
a-1,6, apresentando 30% de o-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae];
Simbidtico (Sym), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma associagdo de microrganismos
probidticos ¢ 10 g Kg' de prebidtico; Controle Tabagista (C), dieta basal e submetidos ao protocolo de
exposi¢do a fumaga de cigarro; Probidtico Tabagista (ProS), dieta basal suplementada com 20 g Kg"' de uma
associacdo de microrganismos probidticos e submetidos ao protocolo de exposicdo a fumaca do cigarro;
Prebidtico Tabagista (PreS), dieta suplementada com 10 g Kg' de prebidtico e submetidos ao protocolo de

exposi¢do a fumaga do cigarro; e Simbidtico (SymS), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma
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associacdo de microrganismos probioticos e 10 g Kg' de prebidtico e submetidos ao protocolo de exposi¢io

a fumaca do cigarro.

Tabela 1. Composicdo dos ingredientes e nutrientes das dietas basal e experimentais.

Dieta basal e experimentais

Ingredientzs (g) Basal Prob Pre Sym
Farelo de milho 82.95 80.95 81.95 79.95
Oleo de Soja 7.00 7.00 7.00 7.00
L-Cisteina 0.30 0.30 0.30 0.30
Celulose 5.00 5.00 5.00 5.00
Cloreto de Sodio 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
Probidtico®** 0.00 2.00 0.00 2.00
Prebidtico™*** 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, 75UI; Vitamina A, 4000 UI; Vitamina D3,
1000 UI; Vitamina K, 900 mg; Colina, 1000 mg. ** Mineral mix mg/Kg: Célcio, 5000; Fésforo, 1,561; Potassio, 3600;
Enxofre, 300; Sédio, 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 e
Bifidobacterium longum (2—5 10° UFC cada). **** Mananoligossacarideo (MOS), composto da fragdo activa a-1,3 ¢ a-
1,6, apresentando 30% de a-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae.

Cigarro e geragdo da fumaga

No periodo de adaptacdo e experimental foram utilizados cigarros de marca comercial
(Tabacalera del Este S.A., Hernandarias, Paraguai) e apresentou valores de alcatrdo, nicotina ¢ CO de 10
mg/cigarro, 0,8 mg/cigarro de nicotina e 10 mg/cigarro de monéxido de carbono, respectivamente, segundo
ISO (International Organization for Standardization) 3402. Os cigarros foram fumados em conformidade
com a norma ISO 4387. Os métodos de condicionamento a exposi¢do e geragdo de fumaca foram realizados

conforme descritos por Tsuji et al. (2013).

Caracterizagdo da atmosfera de exposi¢do a fumaga

As concentragdes de material particulado total imido (WTPM) e monoxido 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), respectivamente. O coeficiente
de variacao (% CV) da concentracdo de exposicdo (WTPM) estava dentro de + 10% por analise gravimétrica

usando filtro de fibra de vidro Cambridge 47 mm (Performance Systematix Inc., Grand Rapids, MI, EUA).
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As concentragdes reais médias de exposigdo foram calculadas a partir da massa coletada nos filtros e o
volume total de ar extraido pelos filtros (TSUJI et al., 2013).

A temperatura e a umidade da atmosfera de exposi¢do foram medidas diariamente a partir de
uma porta de exposi¢cdo animal representativa para cada grupo de exposi¢ao (Vaisala Inc., Woburn, MA,

EUA).

Protocolo e periodo de exposicdao ao tabagismo passivo

Durante cinco dias, periodo de adaptacdo, os animais dos grupos CS, ProS, PreS ¢ SymS
foram expostos diariamente a fumaga do cigarro numa camara, com temperatura controlada de 22°C, por um
periodo de 10 minutos ¢ os ratos dos grupos C, Pro, Pre ¢ Sym foram expostos ao ar for¢ado pelo mesmo
periodo. Apos esse periodo, iniciou-se o periodo experimental de 184 dias, no qual os grupos CS, ProS, PreS
e SymS foram expostos a fumaga de cigarro por 60 minutos diarios, sendo 30 minutos no periodo da manha
(7:00 h) e 30 minutos no periodo da tarde (19:00 h), cinco dias por semana e os grupos C, Pro, Pre ¢ Sym
foram expostos ao ar forcado pelo mesmo periodo de tempo e periodos do dia. A concentragdo média da
fumaga do cigarro foi ajustada diariamente para conter 350 partes por milhdo (ppm) de monoxido de carbono
(CO) durante o periodo de exposi¢do (TxiPro® - BioSystems Diagnostics Pvt. Ltda, EUA) (KOZMA et al.,
2014).

Sacrificio e histomorfometria

Aos 210 dias de idade, todos os ratos foram anestesiados (Thiopentax, Cristalia - Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil), sacrificados por exsanguinacdo e os fémures
direito e esquerdo de todos os animais foram desarticulados do quadril e removidos os tecidos moles
circundantes.

Os fémures direito foram clivados no plano frontal e retirado o seguimento da diafise, em
seguida foram desmineralizados em solugdo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 5,5% em solugdo
de formol a 10%, por um periodo de duas a trés semanas, testando a descalcificagdo a cada dois a trés dias,
quando a solug@o era trocada.

As amostras foram processadas para inclusdo em parafina e posterior analise microscopica
em cortes histologicos de 5 pm corados com hematoxilina e eosina (HE). Foram feitos cortes transversais das
diafises e analisada a espessura do osso cortical através das imagens adquiridas das partes medial da diafise,
com aumento final de 40x (ocular de 10x e objetiva de 4x). Foram efetuadas trés medigdes de cada regido:

proximal, medial e distal, de cada corte histoldgico (BERGMANN DE CARVALHO et al., 2010).

Determina¢do da densidade mineral ossea (DMO), drea, Fmax, resiliéncia, rigidez e conteudo mineral

osseo (CMO)
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Nos fémures esquerdos dissecados foi mensurado a densidade mineral 6ssea (DMO) ¢ a area
ossea (g/cm’ e cm’, respectivamente), através da densitometria de dupla emissdo de raio-X (DXA) (modelo
DPX-ALFA, GE Medical Systems Lunar - EUA), com um programa especial para pequenos animais.
Posteriormente, os fémures foram submetidos a ensaios mecanicos (flexao a trés pontos e compressdo axial)
em maquina universal EMIC®, modelo DL 3000 (Instron Brasil, Brasil) ¢ determinado a for¢a méaxima,
resiliéncia e rigidez. Todos os fragmentos 0sseos que foram utilizados nos ensaios DMO e biomecéanicos
foram reidratados, pesados ¢ colocados em uma mufla a 800°C, durante 6 horas, para a obtengdo das cinzas
por calcinagem. Apoés resfriamento em dessecador, estas amostras foram pesadas para a determinacdo da
quantidade de matéria mineral (cinzas) (BARBOSA, 2009; BARBOSA et al., 2011; PAJAMAKI et al.,
2008).

As cinzas foram usadas para as quantificagcdes de fosforo (P), célcio (Ca) e magnésio (Mg),
através da espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e usando o equipamento
ICP-EOS Variant 730-ES (Kyoto, Japdo). Todos os testes foram realizados seguindo os métodos oficiais
(OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS (OMA), 2016).

Analise estatistica

Todos os resultados por grupo foram expressos como média e desvio padrdo, sendo
avaliados estatisticamente utilizando o programa Bioestat versdao 5.3 (Bioestat 5.3, Sociedade Civil de
Mamiraua, Belém, PA, Brasil). Os resultados foram submetidos a analise da normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk. Como a distribuicdo normal foi demonstrada, ANOVA one-way foi utilizado, seguido do teste

de Tukey. Todos os testes foram aplicados com significancia estabelecida a 5%.
Resultados
Exposic¢do e observagdes clinicas

A atmosfera de exposi¢do a fumaga do cigarro foi bem controlada durante no estudo. Nao
houve remogdo ndo programada devido a morte prematura ou condi¢do moribunda apos exposi¢do cronica a
fumaga do cigarro ou a ventilagdo do ar. Imediatamente apos a exposi¢do, os animais do grupo CS exibiram
atividade locomotora diminuida, marcha ataxica, respiracédo irregular, nausea e ruido nasal.
Densitometria ossea, Ensaio mecanico e Histomorfometria

As médias da DMO e CMO dos grupos suplementados com os alimentos funcionais e nédo

expostos a fumaca do cigarro foram maiores e apresentaram significancia em relagdo ao grupos que

receberam alimentos funcionais e foram expostos ao cigarro do que o grupo CS,. Os grupos expostos a
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fumaga de cigarro ndo diferiram do grupo C (P>0,05). Os grupos suplementados com os alimentos
funcionais e ndo expostos a fumaga de cigarro nao diferiram a DMO significativamente somente dos grupos
C e SymS (P>0,05). Os grupos suplementados com os alimentos funcionais e ndo expostos a fumaga de
cigarro diferiram significativamente (P<0,05) dos grupos expostos a fumaga de cigarro em relacdo ao
pardmetro CMO (Tabela 2).

As médias das areas dos fémures do grupo CS foram menores em relagdo ao grupo SymsS,
porém nao significativamente (P>0,05), entretanto foi significativo em relagdo aos demais tratamentos
(P<0,05). Os grupos suplementados e nao expostos a fumaga do cigarro foram significativamente maiores do
que os grupos expostos a fumaga do cigarro (P<0,05) (Tabela 2).

No parametro Forca Maxima, os grupos suplementados com os alimentos funcionais ¢ C
apresentaram as médias dos resultados significativamente maiores (P<0,05) do que do grupo CS. O grupo
ProS diferiu significativamente (P<0,05) do grupo CS. As médias da For¢a Maxima foram maiores nos
grupos suplementados com alimentos funcionais do que no grupo C, porém essa diferenga ndo foi
significativa (P>0,05) (Tabela 2).

As médias do parametro Resiliéncia do grupo CS foi menor (P<0,05) do que os grupos nédo
expostos a fumaga de cigarro. As médias dos grupos suplementados com os alimentos funcionais ¢ ndo
expostos a fumaca de cigarro foram maiores do que do que grupo C, porém essa diferenga ndo foi
significativa (P>0,05) (Tabela 2).

A média do parametro Rigidez (R) do grupo CS foi menor (P<0,05) do que as médias dos
grupos nao expostos a fumaca de cigarro. A suplementagdo dos alimentos funcionais aumentaram as médias

da desse pardmetro nos grupos expostos ou nao a fumaca de cigarro (Tabela 2).

Concentragdo de Minerais no Fémur

A média da concentrag@o de P, Ca e Mg no grupo CS foi significativamente (P<0,05) menor
em relacdo ao grupo C e os demais grupos. A suplementagdo com alimentos funcionais aumentou
significativamente (P<0,05) a média da concentragdo de P, Ca e Mg nos grupos expostos ou nao a fumaga do
cigarro. A concentracdo média de Mg dos grupos suplementados com alimentos funcionais ¢ expostos ao

tabagismo passivo ndo diferiram (P>0,05) do grupo C (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo da concentragdo de minerais ¢ da densidade mineral 6ssea (DMO), contetido mineral 6sseo (CMO), area, forca maxima

(Fmax), resiliéncia e rigidez (R) obtidos para os grupos de ratos suplementados ou ndo com probidtico, prebidtico e simbiodtico € expostos ou nao por 189 dias ao

tabagismo passivo.

Parametros
Tratamentos* Densitometria Ossea ¢ Ensaio Mecénico Concentragdo de minerais no fémur (mg/g)
DMO (g/cm?) CMO (g) Area (cm?) Fmax (N) Resiliéncia (mJ) R (10°N/m) Fosforo Calcio Magnésio

C 0.15+0.0148 0.28 +£0.024° 1,85 +0,02¢ 138.18 +11.275%¢ 59.65 6245 275,92+15.015° 172,59 +2,08° 350.59£3.69°  5.99+0.11°
Pro 0.17 £ 0.028 0.30 + 0.028¢ 1,90 + 0,02° 147.36 + 10.50° 61.62 +5.895¢ 296,18 +10,62° 179,47 2,61 364.81 +£3.41° 6.73+0.17°
Pre 0.17+0.01% 0.32 +0.015¢ 1,90 + 0,04° 14537 +13.19€ 63.58 + 6.66%€ 288,64 £21,49P 177,79 + 1,84 362.28 +2.00° 6.44 +0.20¢
Sym 0.17 £0.018 0.33 £0.03¢ 1,88 0,03 139.92 + 8.615C 67.24+1.93° 27631 +15,66°" 179,43 +£3,01¢ 363.75+3.30°  6.45+0.22°
CS 0.13 £0.01* 0.25+0.01* 1,72 £0,02% 117.88 + 8.944 50.26 + 4.64% 225,01 £12,39* 162,98 +3,334 34032 £2.65% 523 +0.09*
ProS 0.14+0.01* 0.26 +0.01* 1,80 +0,03" 137.24 +£9.718 57392918 273,82£15,53%P 169,92 +2,67" 348.76 £5.61°  587+0.19°
PreS 0.14+0.01* 0.26 +0.01* 1,80 + 0,048 125.68 + 7.54A8 5722 +3.80° 268,48 +11,785C 168,83 +3,41° 347.50 + 5.89" 5.75+0.228
SymS 0.14 £0.01P 0.26 +0.03* 1,76 £ 0,028 121.40 + 8.354 58.11+3.35°8 255,76 +13,13" 170,17 +2,97° 348.62+4.55%  5.72+0.22°

Os valores correspondem a média + SD. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05). * C: grupo controle (dieta basal); Pro: dieta
basal + 2 g probidtico [Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2—5 10° UFC cada)] ; Pre: dieta basal + 1 g
prebidtico (fracdo activa, a-1,3 e 0-1,6 derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de a-mananos, derivados de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae ); Sym:
grupo simbidtico (dieta basal + 2 g probidtico + 1 g prebiotico); CS: grupo controle + protocolo tabagismo (PT); ProS: grupo probiodtico + PT; PreS: grupo prebidtico + PT; SymS:
grupo simbiotico + PT.
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Espessura da Didfise

As médias (um) das medidas da diafise dos fémures direito (regides proximal, medial e
distal), estdo dispostas na Tabela 3 e Figuras 2, 3 e 4. Elas revelaram um aumento significativo (P<0,05) na
espessura média dos ossos dos animais dos grupos Pro, Pre e Sym nas regides analisadas, quando
comparadas ao grupo C, também foi possivel observar uma diminui¢do significativa da espessura média da
diafise dos fémures dos animais do grupo CS quando comparado ao grupo C. Os resultados revelaram

aumento significativo (P<0,05) das médias da diafise dos fémures dos animais dos grupos ProS, PreS e

SymT em comparagdo com o grupo CS.

Tabela 3. Espessura (um) da diafise de trés regides do fémur de ratos alimentados com dietas suplementadas

ou ndo com probidtico, prebidtico ou simbidtico e expostos ou ndo por 189 dias ao tabagismo passivo.

o
Tratamentos - eglc?es ;
Proximal Medial Distal

C 589,30 + 46,50° 580,90 + 59,44°%P 558,35 + 80,16%°
Pro 632,83 + 59,44" 614,59 + 120,12°F 582,86 + 57,67°°
Pre 649,83 + 65,52F 596,55 + 96,39°PF 588,36 £162,25P
Sym 623,88 + 57,26" 626,11 + 62,84" 608,36 + 99,49°
CS 440,29 + 49,50* 504,93 + 100,21 510,78 + 77,85
ProS 501,30 + 59,60° 544,04 + 78,00"" 551,90 + 80,99°¢
PreS 554,09 + 67,12 554,30 + 114,68"° 550,31 + 66,10*"
SymS 516,94 + 38,34" 561,24 + 53,11 591,87 + 73,44

Os valores correspondem a média = SD. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P>0,05). * C: grupo controle (dieta basal); Pro: dieta basal + 2 g probidtico [Lactobacillus acidophilus,
Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada)] ; Pre: dieta basal
+ 1 g prebidtico (fragdo activa, a-1,3 e a-1,6 derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de o-mananos,
derivados de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae ); Sym: grupo simbiético (dieta basal + 2 g probidtico + 1 g
prebidtico); CS: grupo controle + protocolo tabagismo (PT); ProS: grupo probiotico + PT; PreS: grupo prebidtico + PT;
SymS: grupo simbidtico + PT.

Figura 2. Espessura da diafise dos fémures, regides proximal, médio e distal do grupo de ratos nao expostos

cronicamente a fumaga do cigarro (grupo C).
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Figura 3. Espessura da diafise dos fémures, regides proximal, médio e distal do grupo de ratos expostos

cronicamente a fumaca do cigarro e suplementos com alimentos funcionais (grupo ProS, PreS e SymS).

Figura 4. Espessura da diafise dos fémures, regides proximal, médio e distal do grupo de ratos expostos

cronicamente a fumaga do cigarro (grupo CS).

Discussao

O desenho experimental deste estudo buscou demonstrar os beneficios ao tecido 6sseo do
uso de alimentos funcionais (probidticos, prebidticos e simbidticos) em um modelo murino (Rattus
norvegicus albinus) expostos ou n2o a fumaca do cigarro. Estudos semelhantes utilizando nicotina e
probiotico isoladamente demonstraram a utilidade e seguranga deste modelo experimental para avaliar
pardmetros de composicdo, organizagdo tecidual e resisténcia 6ssea (CAHILL et al., 2012; FORD et al.,
2014; SWIATKIEWICZ et al., 2010).

A exposicao cronica passiva dos ratos a fumaca do cigarro, 189 dias, acarretou diminui¢do
dos pardmetros DMO e CMO, o que em humanos ¢ indicativa da predisposi¢@o a osteoporose, bem como o
aumento do risco de fraturas (ELSHAWARBI et al., 2014; HERMIZI et al., 2009), refor¢ando os ja
conhecidos efeitos deletérios do tabagismo. Em humanos e animais, esses efeitos deletérios foram
relacionados a capacidade da fumaga do cigarro de modificar a composi¢cdo da microbiota intestinal,
induzindo em quatro semanas, em ratos, uma diminuicdo da populagdo de Bifidobactérias no cécum. Em
camundongos, observaram o aumento de Clostridium spp., diminuicdo do filo Firmicutes e bactérias
filamentosas segmentadas no cécum, elevando o risco de aparecimento de varias doengas, incluindo

inflamatorias (BIEDERMANN et al., 2013; TOMODA et al., 2011; WANG et al., 2012).
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Os bons resultados, DMO e CMO, observados com a suplementagdo na dieta do prebidtico,
mananoligossacarideo, podem ser resultante da sua contribuigdo em manter os patdogenos afastados, pois esse
suplemento alimentar contém residuos de manose e que sdo conhecidos por inibir a ades@o de muitos agentes
patogénicos entéricos, incluindo Salmonella e E. coli (GANNER; SCHATZMAYR, 2012), o que possibilita
a colonizagdo de bactérias lacticas benéficas, principalmente Bifidobacterium e Lactobacillus (GIBSON;
ROBERFROID, 1995) e, consequentemente, levar a redugdo do pH do bolo intestinal (FERKET, 2002),
como resultado da producdo estimulada de éacido lactico e acidos graxos de cadeia curta, principalmente
propionato e acetato, ¢ em um nivel mais baixo, mas a uma taxa maior, do butirato (LEVRAT et al.; 1991),
acarretando o aumento da solubilidade dos minerais, melhora da integridade da mucosa intestinal, aumento
da profundidade de cripta do colon distal (WEAVER et al., 2011), bem como, do aumento da expressdo de
proteinas de ligagdo ao Ca*” (SCHOLZ-AHRENS et al., 2007). Além disso, esse alimento funcional pode
promover a libera¢do de fatores moduladores Osseos, aumentando a degradacdo de fitatos por enzimas
bacterianas probioticas, resultando na melhora da satide do intestino ¢ a maximizagdo da absorcdo dos
nutrientes, assim como melhorando a satde do hospedeiro de uma maneira geral (SCHOLZ-AHRENS et al.,
2007).

Dentre os compostos da fumaga do cigarro, estudos observaram que a nicotina pode causar
efeitos deletérios a composicdo quimica e organizagdo da microarquitetura 6ssea (ELSHAWARBI et al.,
2014; RODRIGUEZ-MARTINEZ; GARCIA-COHEN, 2002), pois tem efeito vasoconstritor e acarreta a
diminui¢cdo da oferta de nutrientes. Além disso, causa também o aumento dos niveis de IL-1 e do fator de
necrose tumoral (TNF), que exercem efeitos indiretos em relagdo aos osteoblastos e osteoclastos
(NORAZLINA et al., 2007). A estimulacdo da formagao de osteoclastos, através da proliferacdo de seus
precursores na medula 6ssea e ativacdo da atividade pro-osteoclastogénica nas células do estroma,
interrompem o equilibrio normal da formagdo, acarretando o aumento da reabsor¢ao 6ssea (ELSHAWARBI
et al., 2014) e a inibi¢do da osteogénese (FUNG et al., 1999). Além disso, os efeitos celulares diretos do
tabagismo no osso incluem alteragdes no metabolismo do horménio calciotropico (KRALL; DAWSON-
HUGHES, 1999) e pode diminuir a atividade dos osteoblastos (RAPURI et al., 2000). FUNG et al., 1999)
observaram que a nicotina (ingrediente ativo de cigarros) reduziu o armazenamento de vitamina D ¢ a
atividade dos osteoblastos em seres humanos.

A diminui¢do significativa da area da diafise e dos parametros que quantificam a resisténcia
Ossea (forga maxima), resiliéncia (energia) e concentragdo dos minerais, fosforo, calcio € magnésio, também
foram relatadas em ratos expostos a fumaga do cigarro (ELSHAWARBI et al., 2014) e provavelmente sejam
decorrentes do efeito da nicotina na expressdo do gene da sialoproteina, proteina expressa por osteoblastos e
que tem func¢des na mineralizagao osteogénica (NASH; PERSAUD, 1989).

A suplementacdo com alimentos funcionais (probioticos, prebidticos e simbidticos) na dieta
resultou no aumento significativo da area da diafise, rigidez, resisténcia dssea e concentracdo do mineral

fosforo, calcio e magnésio dos fémures de ratos tanto dos grupos expostos ou ndo a fumaca de cigarro.



© 0 N o u b W N P

[EY
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

21

Outros estudos relatam que alguns alimentos funcionais atuaram beneficamente em fumantes e ndo
fumantes, através da modulagido do intestino, diminuicdo das interleucinas pro-inflamatorias IL-1 ¢ TNF-a
(DADDAOUA et al., 2007) e a composicdo ¢ atividade do microbioma (zebra fish, roedores e frango) e em
humanos (DAI et al., 2015; DEMIGNE et al., 2008; GIBSON et al., 2017; MCCABE et al., 2015;
PARVANEH et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012; STRANSKY; RYSAVA, 2009; SWIATKIEWICZ et
al., 2010), porém utilizando outros prebiodticos e probiodticos. Além disso, os alimentos funcionais podem
atuar em varias respostas locais e sist€micas: reduciao da resposta inflamatoria no intestino, sangue € 0sso;
aumento dos niveis de metabolitos acido graxo de cadeia curta (AGCC), que por sua vez aumentam a
absorcao de calcio e a sinalizagdo local no intestino € no 0sso; aumento da secrecao de fatores bacterianos e
hormonios intestinais como incretins e serotonina que sdo conhecidos como reguladores da densidade dssea,
acarretando a diminuicdo da atividade dos osteoclastos e/ou aumento da atividade dos osteoblastos, levando

a modulag¢ao estrutural, maior densidade e for¢a 6ssea (MCCABE et al., 2015).

Conclusiao

Os resultados permitem concluir que a suplementagdo de alimentos funcionais, probidtico
(Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium
longum), prebiotico (mananoligossacarideo) e simbidtico (associagdo de probidtico e prebidtico)
minimizaram os efeitos toxicos deletérios da exposi¢do cronica ao tabagismo passivo em relagdo a
composi¢ao mineral, parametros histomorfométricos e propriedades biomecéanicas do fémur de ratos em fase
de crescimento, como modelo experimental. Nos grupos nao expostos a fumaca de cigarro, os fémures dos
ratos melhoraram na composi¢ao mineral 6ssea, na forga maxima, na resiliéncia e no aumento das areas das

diafises.
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ARTIGO CIENTIFICO B

Alimentos funcionais atenuam o efeito deletério da exposicio cronica da fumaca de cigarro em ratos

na fase de crescimento e quantificado através da dimensao fractal: estudo pré-clinico randomizado

Functional foods attenuate the deleterious effect of chronic exposure of cigarette smoke to rats in the

growth phase and quantified through fractal dimension: randomized preclinical study

Marcelo Fernandes Tribst’; Laryssa Mayara Polastri®; Heliard Rodrigues dos Santos Caetano'; Weber

Gutemberg Alves de Oliveira'; Marcos Natal Rufino'; Osimar Sanches’; Hermann Bremer-Neto'

RESUMO

Estudos demonstraram clinicamente ¢ experimentalmente que o tabagismo passivo pode alterar a qualidade
Ossea, principalmente criangas na fase de crescimento. Alimentos funcionais tém demonstrado efeitos
benéficos na saude de ossos em humanos e animais, assim como atividade anti-inflamatoria e antioxidante.
Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a qualidade dssea do colageno através da
suplementacdo de alimentos funcionais, probidtico, prebiodtico e simbiotico na diafise do fémur, de ratos em
crescimento expostos cronicamente a fumacga do cigarro, através do método quantitativo dimensdo fractal
(DF). Sessenta ¢ quatro ratos machos jovens foram randomicamente distribuidos em oito grupos (n==8):
controle (C) [dieta basal (DB)]; probiético (Pro) [DB + probidtico (Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada)]; prebidtico (Pre)
[DB + prebidtico (mananoligossacarideo)]; simbiotico (Sym) (DB + probidtico + prebiodtico); controle
fumante (CT) [(DB + protocolo de exposi¢do ao tabagismo passivo (PT)]; probidtico fumante (ProT) (DB +
probiotico + PT); prebiotico fumante (PreT) (DB + prebiodtico + PT); e simbidtico fumante (SymT) (DB +
prebidtico + probidtico + PT). Os animais foram mortos apés 189 dias de periodo experimental e os
resultados revelaram que a suplementagdo com probioticos, prebidticos e simbidticos melhoraram
significativamente (P<0,05) o pardmetro dimensdo fractal da diafise do fémur dos ratos expostos
cronicamente ou nao a fumaga do cigarro. A dimensao fractal determinou um aumento da desorganizacao do
tecido 0sseo exposto cronicamente a fumaca do cigarro ¢ nos grupos suplementados com os alimentos
funcionais, expostos ou ndo a fumaga do cigarro, reduzindo beneficamente a desorganiza¢do do colageno
0sseo.

Palavras Chaves: Alimentos Funcionais, Fémur, Massa Ossea, Nutri¢ao, Fumaca do cigarro.

ABSTRACT

Studies have demonstrated clinically and experimentally that passive smoking may alter bone quality,
especially in growing children. Functional foods have shown beneficial effects on bone health in humans and
animals, as well as anti-inflammatory and antioxidant activity. Therefore, the present study aims to evaluate
Bone quality of collagen influence through supplementation of functional, probiotic, prebiotic and symbiotic
foods in the femoral diaphysis of growing rats chronically exposed to cigarette smoke through quantitative
methodthe fractal dimension. Sixty-four young male rats were randomly assigned to eight groups (n = 8):
control (C) [basal diet (DB)]; probiotic (Pro) [DB + probiotic (Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus

5 Departamento de Ciéncias Funcionais, Universidade do Oeste Paulista, UNOESTE, Presidente Prudente - SP, Brasil.

® Estudante de Medicina, Universidade do Oeste Paulista, UNOESTE, Presidente Prudente - SP, Brasil.
7 Departamento de Patologia, Universidade de Santo Amaro, UNISA, Sao Paulo — SP, Brasil.
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faecium, Bifidobacterium thermophilum and Bifidobacterium longum (2-5 10° CFU each)], prebiotic (Pre)
[DB + prebiotic (mannan oligosaccharide)], symbiotic probiotic + probiotic + PT), prebiotic smoker (PreT)
(DB + prebiotic + PT), smoker control (PT + The animals were killed after 189 days of experimental period
and the results showed that probiotic, prebiotic and symbiotic supplementation improved significantly (P
<0.05), and the symbiosis was smoker (SymT) (DB + prebiotic + probiotic + PT). The fractal dimension
(DF) of the femoral diaphysis of chronically or non-chronically exposed animals. DF determined an
increased disorganization of bone tissue chronically exposed to cigarette smoke and in groups supplemented
with functional foods exposed to cigarette smoke reducing beneficial the disorganization of bone collagen.

Key Words: Functional Foods, Femur, Bone Mass, Nutrition, Cigarette Smoke.

Introducio

A fumaga do tabaco (T) é uma mistura complexa, dindmica e reativa contendo cerca de 5.000
produtos quimicos (NAGAIE et al.,, 2014) e quando inalada por muito tempo estd associada a uma
diminui¢do da massa dssea, sendo, portanto, considerada um fator de risco para o desenvolvimento da
osteoporose em seres humanos (HERMIZI et al., 2009). Esse efeito deletério no esqueleto é reconhecido no
meio cientifico (SAHNI; KIEL, 2015).

Quando a exposi¢do a fumaca do cigarro ¢ por muito tempo, segue-se um processo inflamatdrio
crénico e que tem o potencial de promover colonizagdo e infecgdo microbianas aumentadas, persisténcia de
material apoptético e processamento anormal de restos celulares, indug¢do de autoimunidade ao autoantigeno
¢ remodelacdo da arquitetura (LEE et al., 2012).

Alguns alimentos funcionais tém apresentado resultados benéficos em relagdo a composigdo
mineral e organizacdo tecidual, melhorando a saude 6ssea (COSMAN et al., 2014). Dentre os alimentos
funcionais, estudos recentes com murinos descrevem que a suplementacdo probidtica (microrganismos
vivos), pode aumentar a densidade 6ssea em individuos saudaveis e proteger contra a deficiéncia primaria
(deficiéncia de estrogénio), bem como a osteoporose secundaria (COLLINS et al., 2017; GAGGIA et al.,
2010). Os prebidticos, compostos de carboidratos ndo digeriveis, tem demonstrado melhorar condi¢des
inflamatodrias cronicas. Também, existem evidéncias crescentes de efeitos benéficos destes compostos sobre
o metabolismo do calcio, com consequente reflexo na saide dos ossos. Estas novas fibras dietéticas
demonstraram aumentar a absor¢do de calcio no intestino delgado de modelos pré-clinicos ¢ humanos.
Modelos de roedores também t€m sido imperativos para a compreensdo dos efeitos prebidticos na densidade
mineral Ossea e nas medidas de forca esquelética (WHISNER; CASTILLO, 2018). A associagdo de
probidticos e prebidticos, o simbidtico, tem demonstrado capacidade de modificar beneficamente a
composi¢do da microbiota intestinal ¢ o metabolismo mineral, assim, colaborando para um melhor
aproveitamento dos nutrientes da dieta e proporcionando um tecido 6sseo com maior conteiido mineral
(SCHOLZ-AHRENS et al., 2016).

Achados histologicos t€m sido utilizados como indicadores de alteracdes na fisiologia Ossea

(RISTANOVIC et al., 2014) ¢ a dimensdo fractal (DF) tem sido uma ferramenta util para avaliagdo
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quantitativa e classificagdo de imagens, com base na analise de dados experimentais, como imagens
microscopicas (KLONOWSKI et al., 2010), o que permite caracterizar estruturas irregulares em laminas
histologicas e ou imagens radiograficas e quantificar as alteracdes existentes (CROSS, 1997; PACAGNELLI
et al., 2016). Nas ciéncias médicas, a geometria fratal tem sido aplicada como base de ferramentas de estudo
que visam objetivos tdo distintos como a caracterizagdo da taxa de proliferag@o celular em tumores malignos
(BOSE et al., 2015), caracterizacdo de estruturas irregulares em laminas histoldgicas, quantificacdo de
mudangas (CROSS, 1997; HUYNH et al., 2015) e avaliacdo da mineralizacdo 6ssea para o diagnostico de
osteoporose (KOH et al., 2012; YASAR; AKGUNLU, 2006). Contudo; apesar de ser uma técnica com boa
aplicabilidade para analise histologica, ndo foram encontrados relatos de pesquisa na literatura cientifica
avaliando osso compacto, como o fémur, de ratos expostos cronicamente a fumaca de cigarro e
suplementados com alimentos funcionais, usando dimensdo fractal. O uso dessa técnica poderia abrir
caminho para uma medida padronizada dos achados histologicos, permitindo uma analise mais precisa dos
resultados, e possibilitando a comparacdo direta dos resultados entre os estudos, pois ¢ uma técnica na qual
os resultados sdo independentes do avaliador.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito benéfico dos alimentos funcionais, probidtico,
prebiodtico e simbiodtico na qualidade do ter¢o médio do fémur, osso compacto, de ratos em fase de
crescimento expostos cronicamente a fumaga do cigarro, através do método quantitativo dimensdo fractal,

visando verificar a desorganizag¢ao do colageno.

Materiais e Métodos

Cigarro e geragdo da fumaga

No periodo de adaptacdo e experimental foram utilizados cigarros de marca comercial
(Tabacalera del Este S.A., Hernandarias, Paraguai) e apresentou valores de alcatrdo, nicotina e CO de 10
mg/cigarro, 0,8 mg/cigarro de nicotina e 10 mg/cigarro de monoxido de carbono, respectivamente, segundo
ISO (International Organization for Standardization) 3402. Os cigarros foram fumados em conformidade
com a norma ISO 4387. Os métodos de condicionamento a exposicdo e geragdo de fumaca foram realizados

conforme descritos por Tsuji et al. (2013).

Caracterizagdo da atmosfera de exposi¢do a fumaga

As concentragdes de material particulado total tmido (WTPM) e monoxido 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), respectivamente. O coeficiente

de variacdo (% CV) da concentrag@o de exposi¢do (WTPM) estava dentro de £+ 10% por analise gravimétrica
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usando filtro de fibra de vidro Cambridge 47 mm (Performance Systematix Inc., Grand Rapids, M1, EUA).
As concentragdes reais médias de exposigdo foram calculadas a partir da massa coletada nos filtros e o
volume total de ar extraido pelos filtros (TSUJI et al., 2013).

A temperatura e a umidade da atmosfera de exposi¢do foram medidas diariamente a partir de
uma porta de exposi¢cdo animal representativa para cada grupo de exposi¢ao (Vaisala Inc., Woburn, MA,

EUA).

Animais e cuidados com os animais

Todos os ratos utilizados neste estudo foram provenientes do Biotério Central da
Universidade do Oeste Paulista (Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil). A dieta basal foi formulada para
atender as necessidades nutricionais dos ratos de acordo com os padroes NRC (Tabela 1) (HAN et al., 2016)
¢ agua potavel da torneira (Cidade de Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil), a vontade, exceto durante os
periodos de exposicéo.

Sessenta e quatro ratos Wistar machos em fase de crescimento (Rattus norvegicus albinus),
com massa corporea inicial média de 46,3 + 2,6 g, 21 dias de idade, foram alojados em gaiolas coletivas com
quatro animais cada, durante o periodo experimental de 189 dias. Os animais foram alojados em caixas de
animais com ciclos de 12 h de luz/ 12 h escuro a 22 + 2°C, umidade 55 + 10% e média de trocas de ar de 15
trocas/hora.

Ocultacdo da alocagdo, estratégia de manejo e tratamentos dos animais foi realizada para
reduzir viés no estudo (MA et al., 2017). O experimento durou 189 dias, sendo 5 dias de adaptagdo e¢ 184
dias experimental a estratégia de manejo e a exposi¢do a fumaca do cigarro e alimentagdo com dietas basal e
ou experimentais (Tabela 1 e Figura 1).

O estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos da Declaragdo Universal
dos Direitos Animais da Organizagdo das Nag¢des Unidas para a Educacio, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO).
O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Estudos em Animais da instalagdo de teste
antes do inicio do experimento, sob o protocolo n° 2686, da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),

Presidente Prudente, Brasil.
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Figura 1: Representacdo grafica da linha do tempo: Grupos: A= Grupos ndo expostos a fumacga do cigarro;
B = Grupos expostos a fumaca do cigarro. Tratamentos/Grupos: C: dieta basal; Pro: dieta basal suplementada
com 2 g de probidticos [Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum (25 10° UFC cada)]; Pre: dieta basal suplementada com 1lg de
mananoligossacarideo (fracdo activa, a-1,3 e a-1,6 derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30%
de a-mananos, derivados de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae )|; Sym: dieta basal suplementada
com 2 g Probioticos e 1 g Prebiotico; CS: dieta basal + protocolo tabagismo passivo (PT); ProS: dieta basal
suplementada com 2 g probiodtico + PT; PreS: dieta basal suplementada com 1g prebidtico + PT; e SymsS:

dieta basal suplementada com 2 g probidtico + 1 g prebiotico + PT.

Desenho do estudo

Os animais foram aleatoriamente agrupados por meio de uma tabela de sequéncias geradas
pelo programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016) ¢ distribuidos em oito grupos experimentais
(n=8), os quais foram alimentados com: Controle (C), dieta basal; Probiotico (Pro), dieta basal suplementada
com 20 g Kg' de uma associa¢do de microrganismos probidticos [Lactobacillus acidophilus, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2—5 10° UFC cada) (Brazilian Enterprise
to Increase Livestock Productivity — Embraupec, Paranavai — PR, Brasil)]; Prebidtico (Pre), dieta basal
suplementada com 10 g Kg de prebidtico [mananoligossacarideo (MOS), composto da fragdo activa o-1,3 e
a-1,6, apresentando 30% de o-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiael;
Simbidtico (Sym), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma associagdo de microrganismos
probidticos e 10 g Kg' de prebidtico; Controle Tabagista (CS), dieta basal e submetidos ao protocolo de
exposi¢do a fumaga de cigarro; Probidtico Tabagista (ProS), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma
associacdo de microrganismos probiodticos e submetidos ao protocolo de exposicdo a fumaca do cigarro;

Prebidtico Tabagista (PreS), dieta suplementada com 10 g Kg' de prebidtico e submetidos ao protocolo de
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exposicdo a fumaga do cigarro; e Simbidtico (SymS), dieta basal suplementada com 20 g Kg"' de uma
associacdo de microrganismos probioticos e 10 g Kg' de prebidtico e submetidos ao protocolo de exposi¢io

a fumaca do cigarro.

Tabela 1. Composi¢do dos ingredientes e nutrientes das dietas basal e experimentais.

Dieta basal e experimentais

Ingredientes (g) Basal Prob Pre Sym
Farelo de milho 82.95 80.95 81.95 79.95
Oleo de Soja 7.00 7.00 7.00 7.00
L-Cisteina 0.30 0.30 0.30 0.30
Celulose 5.00 5.00 5.00 5.00
Cloreto de Sodio 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
Probidtico®** 0.00 2.00 0.00 2.00
Prebidtico™*** 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, 75UI; 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; Iodo, 0,2;
Molibdénio, 0,15; Selénio, 0,15. *** Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum
e Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada). **** Mananoligossacarideo (MOS), composto da fracao activa a-1,3 e

a-1,6, apresentando 30% de a-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae.

Protocolo e periodo de exposi¢do ao tabagismo passivo

Durante cinco dias, periodo de adaptacdo, os animais dos grupos CS, ProS, PreS ¢ SymS
foram expostos diariamente a fumaga do cigarro numa camara, com temperatura controlada de 22°C, por um
periodo de 10 minutos e os grupos C, Pro, Pre ¢ Sym foram expostos ao ar filtrado pelo mesmo periodo.
Ap0s esse periodo, iniciou o periodo experimental de 184 dias, no qual os grupos CS, ProS, PreS e SymS
foram expostos a fumaca de cigarro por 60 minutos dirios, 30 minutos no periodo da manha (7:00 h) e 30
minutos no periodo da tarde (19:00 h), cinco dias por semana ¢ os grupos C, Pro, Pre e Sym foram expostos
ao ar filtrado pelo mesmo periodo de tempo, horario e niimero de dias semanal. A concentragdo média da

fumaga do cigarro foi ajustada diariamente para conter 350 partes por milhdo (ppm) de monoxido de carbono
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(CO) durante o periodo de exposic¢do (TxiPro® - BioSystems Diagnostics Pvt. Ltda, EUA) (KOZMA et al.,
2014).

Sacrificio e Analise Histologica

Aos 210 dias de idade, todos os ratos foram anestesiados (Thiopentax, Cristalia - Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil), mortos por exsanguinagdo e os fémures direito e
esquerdo de todos os animais foram desarticulados do quadril e removidos os tecidos moles circundantes. Os
fémures direitos foram dissecados, limpos e submetidos a descalcificagdo em solugdo Anna Morse
(FERNANDES et al., 2007) e posteriormente fixados em parafina. As laminas para analises histologicas
foram confeccionadas a partir de cortes de cinco um dos blocos de parafina da por¢do do ter¢o médio do
0sso compacto, utilizando micrétomo modelo RM2235 (Leica Microsystems, Sdo Paulo, SP, Brazil). Os

cortes foram entdo corados com Tricomio de Masson (TM).

Analise da Dimensdo Fractal (DF)

Para analise da DF, as laminas do ter¢o médio do osso compacto coradas por TM foram
fotografadas ¢ analisadas. As imagens obtidas foram binarizadas ¢ as regides de colageno (inicialmente
coradas em azul) adquiriram a coloragdo preta, as demais regides tornaram-se brancas. A DF foi estimada
pelo método box-counting, por meio do software Image J (Instituto Nacional de Satude, Estados Unidos —
NIH), disponivel gratuitamente na Internet (http://rsbweb.nih. gov/ij/).

O software considera o box-counting em duas dimensdes, permitindo a quantificacdo da
distribuicdo de pixels nesse espaco, ndo considerando, portanto, a textura da imagem. Como consequéncia,
duas imagens com a mesma distribuigdo dos pixels, uma binarizada e outra em niveis de cinza, possuirao a
mesma dimensdo fractal. Dessa forma, na analise das laminas histologicas, o fractal baseia-se na relacdo
entre a resolucdo e a escala avaliada, e o resultado pode ser quantitativamente expresso como a dimensao
fractal do objeto que ¢ DF= (Log Nr / log r-1), sendo Nr a quantidade de elementos iguais necessarios para
preencher o objeto original e r a escala aplicada ao objeto. Com isso, a dimensdo fractal calculada com o
software Image J ficara sempre entre 0 e 2, ndo distinguindo texturas diferentes. Os tamanhos das caixas

usadas nas analises foram dos tamanhos padroes do software (2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 32 ¢ 64) (Figura 2).
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D=1.7308

Figura 2: A - Corte histologico do fémur direito corados em tricomero de masson (TM), aumento 40x. B -
Processo de binarizag@o. C - Imagem de TM apos o processo de binarizagdo. Observam-se o colageno em
preto e todo o restante (citoplasma, membrana plasmatica e outros elementos), em branco. D - Regressdo
linear pela sobreposi¢do de quadrados (N) de lados (r) progressivamente menores, sendo Nr a quantidade de
quadrados de lado r necessarios para cobrir a imagem, a cada tamanho escolhido. A dimensdo fractal é a

inclinaggo da linha de regressdo dos valores dos dois log.

Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados da dimensdo fractal foi realizada utilizando ANOVA
two-way para avaliar a diferengas entre os grupos, seguida de teste de Tukey a 5% de significancia. A analise
estatistica foi realizada por meio de software estatistico (SPSS, versdo 12.0 para Windows, Chicago, IL,

EUA).

Resultados

Durante o periodo experimental ndo observamos sinais clinicos de intoxicagdo ou sofrimento
dos animais, também néo ocorreram morte de animais durante os 189 dias do periodo experimental (PE).
Apods o PE, as andlises dos cortes histologicos do tecido 6sseo do tergo médio dos fémures dos ratos,
revelaram que a média dos resultados da DF dos grupos ndo expostos cronicamente a fumaga do cigarro

foram significativamente (P<0,05) menores do que 0s expostos.
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Observamos que a média dos resultados da DF do grupo C foi significativamente (P<0,05)
maior que a DF média dos grupos Pro, Pre e Sym. A média da DF do grupo C foi menor do que dos grupos
CT, PreT e SimT e diferiram significativamente (P<0,05), porém ndo diferiu do grupo ProT (P>0,05)
(Tabela 2 e Figura 2).

Tabela 2. Analise do colageno através da Dimensao Fractal (DF) do terco médio do fémur de ratos Wistar.

Tratamentos
Resultados
C Prob Pre Sym CT ProbT PrebT SymT
DF 1,6265¢ 1,574* 1,579* 1,59748 1,787% 1,660 1,686 1,671°
SD 0,077 0,042 0,045 0,058 0,051 0,057 0.042 0,058
DE 0,013 0,007 0,008 0,010 0,008 0,009 0,007 0,010

Os valores correspondem a média £ SD. SD: desvio padrdo da média. DE: Erro padrdo da média. Médias seguidas de
mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05). C: dieta basal; Pro: dieta basal suplementada
com 2g de probiodticos [Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum (2—5 109 UFC cada)]; Pre: dieta basal suplementada com 1g de mananoligossacarideo (fragao
activa, a-1,3 e a-1,6 derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de a-mananos, derivados de cepa de
levedura Saccharomyces cerevisiae),; Sym: dieta basal suplementada com 2 g Probidticos e 1 g Prebiodtico; CT: dieta
basal + protocolo tabagismo passivo; ProS: dieta basal suplementada com 2 g probidtico + PT; PreT: dieta basal

suplementada com 1g prebiotico + PT; e SymT: dieta basal suplementada com 2 g probiotico e 1 g prebidtico + PT.

As analises demonstraram que a DF média do grupo CT foi significativamente maior em

comparagdo com os grupos C, Pro, Pre, Sym, ProT, PreT e SymT (P<0,05) (Tabela 2 e Figura 2).
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Figura 3: Grafico com as médias da DF dos grupos analisados. Médias seguidas de mesma letra na coluna

ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P>0,05).

Discussao

Os resultados revelaram aumento da média da DF na cortical da diafise do fémur do grupo
de ratos expostos cronicamente a fumaga do cigarro, quando comparado com o grupo controle ndo fumante.
Agentes toxicos da fumaca do cigarro alteram as caracteristicas elasticas da microestrutura do tecido 6sseo
relacionados a sintese de colageno, comprometendo a sua organizagdo e¢ desencadeando uma desestruturagéo
Ossea.

O desarranjo estrutural das fibras de colageno pode ser mensurado pelo método de analise
fractal que nos ultimos anos tem ganhado espaco no meio cientifico como uma boa ferramenta para medir
essas variagcdes complexas de desorganizacdo (KNUUTINEN et al.,, 2002), pois quantifica alteragdes
morfofuncionais, tanto no envelhecimento quanto nas patologias (ZAIA, 2015). O aumento da DF observado
nesse estudo deve ser decorrente a diminuicdo da atividade pro-osteoclastica, aumento da atividade
osteoblastica, modificacdo devido a fatores exdgenos, melhora da absor¢ao intestinal pela diminui¢do do pH
e liberacdo de fatores enddgenos, bloqueadores inflamatorios , inter leucina 1(IL-1) e interleucina 7 (IL-7)
terem sido caracterizados por uma dimensao fractal aumentada (CROSS, 1997).

A suplementacdo na dieta dos ratos com alimentos funcionais, probioticos (Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum), prebidtico
(mananoligossacarideo — MOS) e ou simbidtico (associagdo dos microrganismos probioticos e prebiodtico)
acarretou uma diminui¢do da DF nos grupos de animais expostos ou ndo a fumacga do cigarro. Na literatura

ndo se observou estudos em relagdo a quantificagdo por DF do efeito da suplementagcdo de alimentos
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funcionais no tecido 6sseo, fémur, submetidos ao efeito cronico deletério da fumaga do cigarro no tecido
o0sseo de ratos, como modelo experimental.

Porém, estudos relatam que os alimentos fiuncionais adicionados na dieta, através do trato
intestinal, podem influenciar beneficamente a satde do osso. Isso ocorre através da regulagio da absorgdo de
minerais, que € necessaria para ossos saudaveis, principalmente célcio, fosforo e magnésio. Além disso,
fatores endocrinos que influenciam a absor¢ao desses minerais, bem como fatores derivados do intestino,
como incretinas e serotonina, também podem influenciar a renovagdo 6ssea (BAGGIO; DRUCKER, 2007;
COLLINS et al.,, 2017; YADAV et al, 2008). Em camundongos isentos de germes (germ-free), a
suplementacdo de probidticos na dieta demonstrou a influéncia benéfica desses microrganismos no
microbioma intestinal € modulagdo da fisiologia 6ssea (LI et al., 2016; SJ OGREN et al., 2012).

Muitos géneros de bactérias como Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus e Bifidobacterium
tém sido usados por seus efeitos benéficos como probidticos e esses microrganismos ou seus fatores
secretados interagem com a barreira epitelial intestinal e as células da lamina propria. Dentro da lamina
propria as bactérias probidticas/fatores secretados interagem com células apresentadoras de antigenos, como
as células dendriticas, modulando sua resposta imune. Isso resulta em uma redug¢do das citocinas
inflamatorias, levando a um melhora da absor¢do de minerais do limen intestinal. Os fatores secretados por
bactérias butitato, propionato e acetado, passam entdo para a corrente sanguinea ¢ sdo transportados para o
0sso, melhorando a atividade osteoclasticas e bloqueando a atividade osteoblasticos, bem como células do
sistema imunologico, podendo reduzir a expressdo de citocinas pro-inflamatorias e pro-osteoclastogénicas.
Além disso, atuam reduzindo o efeito do estresse oxidativo, a0 mesmo tempo em que aumentam a aposicao
mineral e a melhora genética Ossea através da expressdo de Wntl0b. Esta modulagdo resulta na reducgdo da
formagd@o de osteoclastos, levando subsequentemente a formagdo do tecido dsseo, evitando a osteoporose.
(ARUNACHALAM, 1999; CAMPBELL et al., 1997, COLLINS et al., 2017; CRITTENDEN et al., 2003;
KRUGER et al., 2009).

A geracdo de produtos metabodlicos por acdo bacteriana depende da disponibilidade do
substrato. Esses substratos sdo em parte fornecidos por prebidticos e, portanto, os prebidticos sdo
componentes criticos que podem ser usados para modificar o tipo de metabdlitos produzidos pela microbiota
intestinal (MCCABE et al., 2015). Quanto aos efeitos dos prebidticos no turnover 6sseo, varios estudos
indicam que os prebidticos podem afetar a atividade de osteoblastos e/ou osteoclastos, com a resposta
provavelmente dependente da condigdo e do prebidtico usado. Poucos estudos utilizando o prebidtico,
mananoligossacarideo, suplementado na dieta de animais como modelo experimental ou em humanos foram
observados na literatura. Porém, devido os nossos bons resultados observados nesse estudo, encorajamos
novos experimentos com esse prebidtico, proveniente da parede celular da levedura Saccharomyces

cerevisiae, associados ou ndo a microrganismos probioticos.
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Conclusio

Nossos resultados sugerem que a exposi¢cdo cronica de ratos em fase de crescimento ao
tabagismo passivo aumenta a desorganizacao 6ssea dos fémures. A suplementagdo de alimentos funcionais,
probidtico (associagdo de Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum), prebidtico (mananoligossacarideo) e simbidtico (associacdo de probidtico e
prebidtico), reduziram beneficamente a desorganizagdo da estrutura 6ssea causada pelos efeitos deletérios da

exposicao cronica a fumaga de cigarro, melhorando a qualidade 6ssea nos fémures dos ratos em crescimento.
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Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em
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13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira
responsabilidade do(s) autor(es).

14. Seré obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissao.
O artigo ndo tramitard enquanto o referido item ndo for atendido.
Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro
expediente podera ser utilizado.

15. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).
16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o
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18. Em caso de davida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de
dirigir-se a Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacao. Artigos
reencaminhados (com decisiio de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a
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