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RESUMO

O objetivo foi avaliar o efeito da suplementacdo oral de probi6tico, prebidtico e simbidtico no tecido
muscular esquelético, gastrocnémio, de ratos expostos ao tabagismo, através da dimensdo fractal (DF).
Sessenta e quatro ratos foram aleatoriamente alocados em 8 grupos (n=8): com ragdo controle (C) ou
suplementadas com probi6tico (Pro), prebidtico (Pre) ou simbidtico (Simb) e os quatro grupos foram
alimentados com as ra¢des C, Pro, Pre e Simb e expostos ao tabagismo. Ap6s 180 dias de experimento, 0s
animais foram anestesiados, sacrificados e 0s musculos gastrocnémios foram submetidos a procedimento
histoldgico de rotina e corados pela técnica de HE. As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas e
submetidas a analise da DF. Os dados foram submetidos a analise de variancia, seguida do teste de
Tukey. Os resultados revelaram que a suplementacdo de probidtico, prebidtico e simbidticos atenuaram os
efeitos deletérios da exposicao cronica a fumaca do cigarro (p<0,05). Os resultados permitem concluir
que a suplementacdo de probidtico, prebidtico e simbiodtico atenuam os efeitos deletérios da exposigao
cronica e passiva a fumaga do cigarro em ratos machos jovens, como modelo pré-clinico.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of oral probiotic, prebiotic and synbiotic supplementation on the
skeletal muscle tissue, gastrocnemius, of rats exposed to smoking, through the fractal dimension (DF).
Sixty-four rats were randomly allocated into 8 groups (n=8): with control diet (C) or supplemented with
probiotic (Pro), prebiotic (Pre) or synbiotic (Synb) and the four groups were fed with diets C, Pro, Pre and
Synb and exposed to smoking. After 180 days of experiment, the animals were anesthetized, sacrificed
and the gastrocnemius muscles were subjected to a routine histological procedure and stained using the
HE technique. Images of histological sections were captured and subjected to DF analysis. The data were
subjected to analysis of variance, followed by the Tukey test. The results revealed that probiotic, prebiotic
and synbiotic supplementation mitigated the harmful effects of chronic exposure to cigarette smoke
(p<0.05). The results allow us to conclude that probiotic, prebiotic and synbiotic supplementation
attenuate the harmful effects of chronic and passive exposure to cigarette smoke in young male rats, as a
preclinical model.
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INTRODUCAO

Atualmente cerca de 1,2 milhdes de pessoas morrem anualmente devido a
exposicdo passiva a fumaca do cigarro e estima-se que em 2030 ocorrerdo mais de oito
milhGes de mortes, decorrente do aumento do risco de doencas cardiovasculares e
doencas e infeccbes do trato respiratorio superior e inferior. Além disso, efeitos
colaterais, como a disfuncdo muscular esquelética, reducdo da forca ou resisténcia dos
musculos esqueléticos periféricos e atrofia muscular, limitam a atividade fisica dos
pacientes e qualidade de vida (HASHEMI-AGHDAM et al., 2022; MORAES et al.,
2021; RAMOS; VIEIRA; MARTINS, 2022; SU et al., 2020). As toxinas e residuos
(THS) produzidos pela SHS ou pela fumaca ambiental do tabaco (ETS) se acumulam na
poeira e nas superficies das casas e sdo reemitidos ao ar e 0 THS torna-se cada vez mais
toxico com o tempo, 0 que € um problema para humanos e meio ambiente (MATT et
al., 2023).

A exposicdo de ratos e camundongos a SHS e ao THS demonstrou acarretar
disfuncdo e atrofia dos musculos esqueléticos, pela acdo vasoconstritora promovida pela
nicotina e o acréscimo de carboxihemoglobina (COHb) no sangue, estando ambas
relacionadas a baixa oxigenacdo tecidual (BOROWIK et al., 2022; HE et al., 2022;
LIN; WANG, 2017), assim como danos a multiplos drgdos e altas concentragdes de
citocinas inflamatorias e estresse oxidativo (OSINIBI et al., 2021).

Alimentos funcionais, probidticos, prebioticos e simbidticos, tém demonstrado
efeitos antiinflamatorios, imunomoduladores e antioxidantes (HAMED et al., 2018;
ROMBI; RUFINO; BREMER-NETO, 2021; TRIBST et al., 2019; YOUNAN et al.,
2019) e suplementados por via oral em quantidade e periodicidade adequadas podem
acarretar efeitos sisttmicos benéficos. Entretanto, ndo encontramos estudos pré-clinicos
com ratos machos em fase de crescimento, expostos cronicamente a fumaca de cigarro e
suplementados com probidtico (Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium,
Bifidobacterium  thermophilum e  Bifidobacterium  longum), prebiotico
[mananoligossacarideo (MOS), oligossacarideo da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae] e ou simbioticos (combinados o probidtico e o prebidtico) na ragdo e
analisados atraves da dimensdo fractal (DF).

Essa técnica, DF, permite caracterizar estruturas irregulares em laminas

histolégicas, a desorganizacdo do mausculo esquelético e quantificar alteracBes

286



existentes (CURY et al.,, 2018; OLIVEIRA et al., 2020; OZAKI et al., 2015). O
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo na ragdo de alimentos
funcionais, probidtico, prebidtico e simbidtico, de ratos na fase de crescimento expostos

cronicamente a fumaca de cigarro, através da dimenséo fractal.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos da Declaracao
Universal dos Direitos dos Animais da Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Educacdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO) e o protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais, sob 0 nimero 2724, da Universidade do Oeste
Paulista, UNOESTE, Brasil.

Sessenta e quatro ratos (Rattus novergicus linhagem Wistar) jovens, 23 dias,
foram distribuidos randomicamente por meio de tabela de sequéncias numeéricas
aleatorias geradas pelo programa R (HARRELL, 2015), em oito grupos experimentais
(n=8): metade dos grupos experimentais foram submetidos a um protocolo de exposicao
a fumaca de cigarro e os animais foram alimentados com as racdes: controle (Supralab
Especial, Alisul, RS, Brasil); probiético [98 g racdo controle + 2g de pool de
microrganismos  probidticos (Lactobacillus acidophilus, 1,0x10° de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC); Enterococcus faecium 2,1x10° UFC; Bacillus subtilis
2,9x10° UFC; e Bifidobacterium bifidum 2,0x10° UFC por kg de produto )]; Prebiotico
[99 g de racdo controle + 1g de mananoligossacarideos - MOS (fragdo activa, a-1,3 e a-
1,6 derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de a-mananos, derivados
de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae)]; Simbi6tico (97 g de racdo controle + 2
g Probidticos + 1 g Prebidtico).

Durante o periodo experimental de 180 dias, os ratos foram expostos a fumaca
de cigarro com as concentragdes médias de alcatrdo, nicotina e CO de 10,2 + 0,1
mg/cigarro, 0,8 + 0,0 mg/cigarro e 10,1 + 0,1 mg/cigarro (RENNE et al., 2006). O
namero de cigarros necessarios para geracdo da fumaca foi ajustada para obter uma
concentracdo média de CO (mondxido de carbono) em 350 ppm (partes por milh&o),
aferido semanalmente atraves de um detector de gas especifico, modelo TxiPro®, da
Biosystems (MELLO; THELMA; BOTELHO, 2006) e o condicionamento dos animais

a exposicao a fumaca do cigarro foi realizado conforme descrito por Tsuji et al. (2013).
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Aos 203 dias de idade todos os ratos foram anestesiados, eutanasiados por
exsanguinacdo e foi retirado o musculo gastrocnémio, de onde se retirou um fragmento
do ventre muscular, com aproximadamente 2 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro,
tomando-se o cuidado de manter as suas fibras longitudinais dispostas no maior eixo do
comprimento. Os musculos gastrocnémios foram fixados em formol a 10% por 48 horas
e a seguir passaram pela rotina histoldgica para emblocamento em parafina. Foram
obtidos cortes transversais de 7 um da fibras musculares, coradas com hematoxilina e
eosina, para posterior analise em microscopio o6ptico (Leica, modelo DM750,
Alemanha). As imagens foram capturadas com objetiva de 20x (LAGHI et al., 2022).

Para estimativa da DF do musculo gastrocnémio foi realizada pelo método box-
counting, apo6s as laminas fotografadas serem binarizadas, por meio do software Image J
(Instituto Nacional de Saude, Estados Unidos — NIH) (OLIVEIRA et al., 2014). O
software considera o box-counting em duas dimensdes, permitindo a quantificacdo da
distribuicdo de pixels no espago da imagem captada, ndo considerando a textura da
imagem. A influéncia disso € que duas imagens com a mesma distribuicdo dos pixels,
uma binarizada e outra em niveis de cinza, possuirdo a mesma dimenséo fractal. Dessa
forma, a analise das laminas histoldgicas fractais baseia-se na relacdo entre a resolucéao
e a escala avaliada, e o resultado pode ser quantitativamente expresso como a dimenséo
fractal do objeto, sendo: DF= (Log Nr/ log r-1), onde a Nr é a quantidade de elementos
iguais necessarios para preencher o objeto original e r a escala aplicada ao objeto
(Figura 1). Com isso, a dimensdo fractal calculada com o software Image J ficard
sempre entre 0 e 2, ndo distinguindo texturas diferentes (KARPERIEN et al., 2008;
SILVA et al., 2021).

Os resultados foram estatisticamente foram analisados pelo teste de Shapiro-
Wilk para normalidade dos dados. Como a distribuicdo normal foi demonstrada,
ANOVA one-way foi utilizado, seguido do teste de Tukey para verificar as diferencas
entre os grupos. Para todas as analises, o nivel de significancia (p<0,05) foi estabelecido
em 5%. As analises estatisticas foram realizadas no programa Biostatic 3.1 (AYRES,
MANUEL, 2007).

RESULTADOS
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A exposicdo cronica a fumaca de cigarro de ratos jovens aumentou
significativamente da fractabilidade (p<0,05) no mdsculo gastrocnémio quando
comparado com a média dos resultados de ratos que foram alimentados com ragédo
controle e ndo expostos a fumaca de cigarro. A média dos resultados dos grupos
suplementados com alimentos funcionais, probiético, prebidtico e simbidtico e expostos

a fumaca de cigarro por 180 dias néo diferiram do grupo C (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise da dimenséo fractal do musculo gastrocnémio de ratos Wistar alimentados
com racao controle (C) ou suplementadas com probiético (PRO), prebidtico (PRE) ou
simbidtico (SIM) e expostos ou ndo a fumaca de cigarro durante o periodo de 180 dias.

Tratamentos? 2

Né&o Tabagista Tabagista
C C PRO PRE SIM
1,273 + 0,0712 1,353+ 0,061 1,326 £0,059° 1,293+ 0,059° 1,330 + 0,046°

Valores de média e desvio padrédo. 2Letras minGsculas diferentes na linha indicam diferenca
estatistica, pelo teste de Tukey (p<0,05).

DISCUSSAO

Em pacientes e modelos animais, as modificacdes da arquitetura do tecido
muscular esquelético associado a deficiéncia de distrofina, associadas a mecanismos
celulares e moleculares subjacentes foram descritas (CURY et al., 2018; ZHOU; LU,
2010) e deva ser resultado da desorganizacdo da matriz extracelular no musculo
gastrocnémio de camundongos machos e pode ser analisada pela técnica da dimenséo
fractal (CURY et al., 2018).

Nesse estudo, os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢cdo crbnica a
fumaga do cigarro em ratos alimentados com a ragdo controle demonstrou aumentar a
DF no musculo gastrocnémio, indicando uma disfuncdo muscular esquelética (CHAN et
al., 2020) e que acarreta a reducdo da capacidade de exercicio, mé qualidade de vida e
aumento da mortalidade (BARREIRO; GEA, 2016; MALTAIS et al., 2014). Esse efeito
maléfico da fumaca de cigarro € resultante dos produtos quimicos presentes na fumaca
de cigarro, dos quais varios deles, como radicais livres ou espécies reativas de oxigénio
(ROS), sdo conhecidos por serem prejudiciais ao muasculo esquelético (ROM et al.,
2012). Nesse estudo, os ratos foram repetidamente, 180 dias, expostos a fumaca de

cigarro e em camundongos o contato diario com esses produtos quimicos causaram
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lesdo epitelial e induziram resposta inflamatdria no pulméo envolvendo acumulo de
macrofagos, linfécitos T CD81 e neutrdfilos (MESHI et al., 2002; VLAHOS et al.,
2006). O tabagismo passivo também demonstrou estimular a liberacdo de citocinas
inflamatdrias, incluindo IL-17A, que orquestra o recrutamento de macrofagos e
neutrofilos para os pulmdes (VLAHOS et al., 2006) e acarreta como consequéncia
secundaria o acumulo de leucdcitos nos pulmdes é o aumento da carga oxidativa devido
a liberacdo de EROS e espécies reativas de nitrogénio (BARREIRO et al., 2010). Além
disso, o aumento da inflamacdo pulmonar e do extresse oxidativo danifica e
compromete a integridade da barreira epitelial pulmonar, levando a repercussoes
sistémicas que levam a disfungdo muscular esquelética e outras doengas comorbidas
(FABBRI; RABE, 2007).

Figura 1 — O esquema descreve o0 processo de fractalizagdo mostrado nas imagens. Nota: A
imagem A mostra manchas HE do grupo C (ragédo controle) com ampliagéo de 40x. A imagem

B mostra 0 mesmo slide com brilho aumentado. A imagem C mostra a imagem binaria em preto

e branco. A imagem D mostra o resultado apds o método de contagem de caixas (D = 1,2546).
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Os grupos alimentados com rac¢des suplementadas com os alimentos funcionais e
expostos a fumaca de cigarro, grupos PRO, PRE e SIM, ndo diferiram do grupo de
animais alimentados com racgao controle e ndo exposto a fumaca do cigarro. Apesar dos
musculos esqueléticos estarem fisiologicamente distantes do intestino, os sinais gerados
pelo intestino devido a sua interacdo com o microbioma intestinal (metabolitos
microbianos, peptideos intestinais, lipopolissacarideos e interleucinas) constituem
ligacOes entre a atividade da microbiota intestinal e o musculo esquelético e regulam a
funcionalidade muscular através da modulacdo da inflamagédo sistémica/tecido, bem
como da sensibilidade a insulina (GIRON et al., 2022).

A suplementacgdo do probidtico na dieta nesse estudo sugere que a modificagdo
da composicdo da microbiota intestinal, interfere no estado fisioldégico e estados
catabdlicos musculares, eixo intestino-masculo, de forma direta ou indireta,
influenciando o estado e a regulacdo da massa muscular (MANCIN; WU; PAOLI,
2023; PRZEWLOCKA et al., 2020; YIN et al., 2022). A microbiota intestinal, no
intestino, controla e modula o metabolismo dos &cidos biliares primarios e a
comunidade microbiana desempenha um papel essencial na modulacdo do metabolismo
sistémico do hospedeiro (WAHLSTROM et al., 2016) e a circulagdo sistémica permite
que o &cido biliar metabolizado microbianamente atue como moléculas enddcrinas,
ativando vias mediadas por &cidos biliares e, assim, regulando os processos metabolicos
do hospedeiro, incluindo metabolismo de lipidios e glicose, gasto de energia e
inflamacéo sistémica (SWANN et al., 2011; WATANABE et al., 2006). Além disso, a
suplementacdo do probidtico diminui a expressdo de genes relacionados a atrofia
(MuRF1 e Atrogin-1), bem como os niveis séricos de citocinas inflamatorias
(interleucina 6, mondcitos, proteina hemoatraente de mondcitos-1 e interleucina 4)
(BINDELS et al., 2012).

Em camundongos, com 10 meses de idade, os resultados revelaram um aumento
da massa muscular (peso do masculo gastrocnémio) e a funcionalidade muscular (forca
muscular) ap6s 12 semanas de suplementacdo com Lactobacillus casei LC122 ou
Bifidobacterium longum BL986, em comparacdo com controles da mesma idade, no
entanto, o tratamento com esses microrganismos tenha conferido efeitos semelhantes,
estas duas espécies bacterianas parecem agir através de diferentes vias celulares (NI et
al., 2019).
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Os prebioticos também atuam beneficamente na microbiota intestinal, pois séo
substratos utilizados no trato gastrointestinal e podem induzir o desenvolvimento e/ou
ativacdo metabdlica de microrganismos benéficos residentes na microbiota intestinal
através da seletividade do substrato, além do seu potencial para melhorar o equilibrio
microbiomecanico, reducdo da permeabilidade intestinal, muitas vezes coincide com a
melhora da massa muscular em camundongos e humanos (VAN KRIMPEN et al.,
2021). Estudo em humanos demonstrou que a suplementacdo com o prebiotico,
frutooligossacarideos, inulina e 1-cestose, acarretou o aumento da populacdo de
Bifidobacterium longum namicrobiota intestinal e acelerou a recuperacdo da atrofia
muscular (TOMINAGA et al., 2021). Nesse estudo os ratos foram alimentados com
uma racdo suplementada com mananoligossacarideos (MOS) e esse prebidtico
demonstrou que pode modificar a composicdo da microbiota através de um mecanismo
indireto, em vez de atuar como nutriente direto para as populacBes microbianas
intestinais. Especificamente, os MOS sdo capazes de prevenir a adesdo de bactérias
patogénicas as células epiteliais intestinais, ligando-se as proteinas de ligacdo a manose
expressas nas fimbrias bacterianas (SPRING et al., 2015).

Através da modulacdo da microbiota intestinal, 0 MOS também pode melhorar
alguns aspectos morfofuncionais do trato gastrointestinal (BUDINO et al., 2005;
CASTILLO et al., 2008; REKIEL; WIECEK; BIELECKI, 2007). A administracdo de
MOS em porcos foi associada a proliferacdo de micrdbios benéficos, incluindo bactérias
laticas (LIU et al., 2008; WHITE et al., 2002), que acarretam o aumento da producéao de
acidos graxos de cadeia curta, butirato, propionato e acetato, que sdo 0s principais
metabolitos bacterianos produzidos com a fermentagdo de fibras dietéticas e amidos
resistentes (TAN et al., 2014; YOUNAN et al., 2019) e em humanos os resultados
demonstraram poder estimular indiretamente o crescimento e desenvolvimento dos
enterdcitos, exercendo acéo trofica (PESSIONE, 2012).

Em porcos, a suplementagdo de MOS na dieta resultou na modulag&o benéfica
da imunidade pelo aumento nas concentracGes séricas de imunoglobulinas (DUAN et
al., 2016), estimulag¢ao da imunidade da mucosa (VALPOTIC et al., 2016), modulacao
da resposta inflamatéria (DUAN et al., 2019) e homeostase intestinal (ROMBI;
RUFINO; BREMER-NETO, 2021). Assim como resultou na diminuicdo da
concentragdo sérica de citocinas pro-inflamatorias e aumento dos niveis circulantes de

citocina anti-inflamatoria interleucina-10 em leitdes jovens ap6s a administracao de 0,8
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mg/kg de peso corporal de MOS (DUAN et al., 2019). O MOS, administrado em
leitBes, demonstrou também exercer efeitos benéficos na sadde intestinal, melhorando a
morfologia duodenal e modulando a expresséo de genes relacionados a inflamacéo, que
sdo acompanhados por uma melhor eficiéncia alimentar, porém, ainda existe uma falta
de conhecimento sobre a modulacdo da expressdo genética relacionada com a
inflamacdo na mucosa do trato gastrointestinal quando suplementados com MOS
(AGAZZI et al., 2020).

A suplementacdo de simbiotico nesse estudo acarretou efeitos benéficos no
musculo esquelético gastrocnémio e esses resultados podem ser decorrentes da reducao
da expressdo e niveis séricos de interleucina (IL)-6, que € uma citocina pré-inflamatoria
e que € envolvida na progressdo da caquexia. O tratamento combinado de L. reuteri com
oligossacarideo em camundongos evidenciou aumento significativo da percentagem de
massa corporal (BINDELS et al., 2016). Portanto, resultados benéficos observados com
a suplementacdo de simbidtico na dieta de ratos expostos cronicamente a fumaca de
cigarro sdo decorrentes do efeito sinérgico da combinacao dos probidticos e prebidticos
(HUGENHOLTZ; DE VOS, 2018; VAN KRIMPEN et al., 2021), contribuindo para a
salde do hospedeiro e a homeostase intestinal/imunoldgica (BINDELS; DELZENNE,
2013; ROMBI; RUFINO; BREMER-NETO, 2021).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que a exposic¢do cronica ao tabagismo
passivo em ratos, como modelo experimental, induz alteragbes degenerativas. Os
alimentos funcionais, probidtico, prebidtico e simbidtico, suplementados na ragédo
demonstraram atenuar os efeitos deletérios da exposicéo passiva crénica do tabagismo

crénica no musculo esquelético, gastrocnémio.
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