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Resumo. A pele é a principal barreira contra atritos, patégenos, perda excessiva de agua,
além de ter importante atuacdo na termorregulacdo e possuir receptores que permitem a
percepcdo de dor, tato, temperatura e pressdo. Os nutrientes presentes nos alimentos sdo
extremamente necessarios para a manutencdo da pele e pelos saudaveis e bem cuidados,
porém, na maioria das dietas esses nutrientes ndo sdo suficientes, por isso a suplementacdo
com nutracéuticos se torna importante. Os nutracéuticos que contém em sua formulacao
ingredientes naturais vem ganhando espaco, como é o caso do produto analisado no
presente estudo, que contém em sua formulacdo alecrim, semente de abdbora, 6mega 3,
fosfolipidios de caviar. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a agdo in vitro de
nutracéutico DERM em células-tronco mesenquimais quanto a alteragdo da producéo das
citocinas IL-6 e IL-10 e & seguranga do produto em relagdo & possibilidade de causar
mutacdes em células dos animais que o consomem. A citocina pré-inflamatéria 1L-6
diminuiu (P<0,05) e a citocina anti-inflamatéria IL-10 aumentou (P<0,05) no sobrenadante
celular em relacdo ao controle quando o produto foi adicionado ao meio de cultura. A
avaliacdo de viabilidade celular das células-tronco mesenquimais pelo ensaio de MTT
mostrou que as células tiveram maior atividade mitocondrial com a presenca do produto.
J4 os testes de seguranca envolveram anélises de mutagenicidade feitas pela avaliacdo do
potencial do produto de reverter a mutagdo presente em bactérias especificas (Teste de
Ames) e analise da capacidade do produto de interagir com o DNA de células e provocar
danos a elas (microntcleos in vitro). Os resultados mostraram que DERM nédo causou
reversdo da mutacéo das bacteérias, visto que o indice de mutagenicidade (IM) em todas as
cepas teve valor abaixo de 2. Ja no teste de microndcleos in vitro, a frequéncia de
aparecimento de microntcleos foi baixa, ndo sendo diferente do grupo controle (P>0,05),
indicando que ndo ha a interagdo do produto com o DNA capaz de causar danos de mutagéo.
Dessa forma, DERM parece ter capacidade de reduzir o processo inflamatorio, sendo um
produto seguro para 0s animais que o consomem.

Palavras-chave: Inflamacdo, nutracéutico, testes in vitro

In vitro evaluation of the safety and efficacy of a rosemary-based
nutraceutical for the skin of dogs

Abstract. The skin is the main barrier against friction, pathogens, excessive loss of water
and also has an important role in thermoregulation and receptors that allow the perception
of pain, touch, temperature and pressure. The nutrients present in food are extremely
necessary for the maintenance of healthy of skin and hair, however, in most diets these
nutrients are not enough, so supplementation with nutraceuticals becomes important.
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Nutraceuticals that contain natural ingredients in their formulation are increasing in the
market, as is the case of the product analyzed in the present study, which contains rosemary,
pumpkin seed, omega 3 and caviar phospholipids in its formulation. The objective of the
present experiment was to evaluate the in vitro action of a nutraceutical for skin (DERM)
on mesenchymal stem cells regarding the alteration in the production of IL-6 and IL-10
cytokines and the safety of the product in relation to the possibility of causing mutations in
cells of animals that consume it. The pro-inflammatory cytokine IL-6 decreased (P<0.05)
and the anti-inflammatory cytokine IL-10 increased (P<0.05) in the cell supernatant
compared to the control when the product was added to the culture medium. The evaluation
of cell viability of mesenchymal stem cells by the MTT assay showed that the cells had
greater mitochondrial activity with the presence of the product. The safety tests involved
mutagenicity analyzes by evaluating the potential of the product to reverse the mutation
present in specific bacteria (Ames Test) and analysis of the product's ability to interact with
the DNA of cells and cause damage to them (in vitro micronucleous). The results showed
that DERM did not cause reversion of the bacterial mutation, since the mutagenicity index
(MI) in all strains had a value below 2. In the in vitro micronucleus test, the frequency of
appearance of micronuclei was low, not being different from the control group (P>0.05),
indicating that there is no interaction of the product with the DNA capable of causing
mutation damage. In conclusion, DERM reduced the inflammatory process, being a safe
product for the animals that consume it.

Keywords: Inflammation, nutraceutical, in vitro testing

Introducéo

A pele é o maior 6rgdo do organismo, sendo constituida por trés camadas: a epiderme (camada mais
externa), a derme (tecido conjuntivo vascular abaixo da epiderme) e a hipoderme. Em decorréncia dessa
constituicdo, a pele é a principal barreira contra atritos, patégenos, perda excessiva de agua, além de ter
importante atuacdo na termorregulacdo e possuir receptores que permitem a percepcdo de dor, tato,
temperatura e pressao (Feitosa, 2014; Martins & Galera, 2011). Devido a essa exposicao, a pele pode
ser constantemente agredida e prejudicada e, para auxiliar o processo de conservacdo da sua saude e
reparo dos danos, a alimentagdo é uma aliada.

Os nutrientes presentes nos alimentos sdo extremamente necessarios para a manutencdo da pele e
pélos saudaveis e bem cuidados. As proteinas, vitaminas, e minerais fornecem nutrientes para que a pele
permanega integra e conserve as suas propriedades e os pélos fiquem sedosos e bem cuidados. Todavia,
na maioria das dietas esses nutrientes presentes ndo sdo suficientes para fornecer todos 0os compostos
necessarios para esse fim, e por isso, a suplementacao especifica se torna tdo essencial (Addor, 2011).
Portanto, a manuten¢do de uma pele saudavel e bem cuidada é determinante para a salde e bem-estar
dos cées e pode-se obter essa estrutura incluindo nutracéuticos na alimentagéo animal (Zaine et al., 2014).

Nutracéuticos sdo substancias de ocorréncia natural, que podem apresentar evidente efeito benéfico
a saude (Alencar & Morais, 2021). Eles vém ganhando atencdo devido aos seus potenciais nutricionais
e terapéuticos, que vem sendo reconhecidos nos ultimos anos (Batista & Abud, 2022; Vasconcelos,
2022). Os nutracéuticos que contém em sua formulagdo ingredientes naturais vem ganhando espaco,
como € o caso do produto a ser analisado no presente estudo, que contém em sua formulacéao alecrim,
semente de abobora, 6mega 3, fosfolipidios de caviar.

O alecrim é uma planta da regido mediterranea e pertence a familia Lamiaceae (Baiotto et al., 2020).
Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém comprovado as propriedades farmacol6gicas e nutracéuticas
do alecrim e de seus compostos quimicos, como anti-inflamatorios, antitumorais, antimicrobianos e
antioxidantes (Karadag et al., 2009; Karadag et al., 2019). A semente de abdbora é um componente que
age nos foliculos capilares, fazendo os pélos crescerem de forma saudavel e reduzindo o processo de
queda excessiva (Hajhashemi et al., 2019). Ja os compostos dmega 3 e fosfolipidios de caviar promovem
efeitos antioxidantes, prevenindo a morte celular precoce, fortalecendo e dando maior resisténcia a pele.
O dmega 3 é composto por acidos graxos (EPA e DHA) e ja muito conhecido pelos seus efeitos
benéficos na salide como um todo, sendo um dos nutrientes mais estudados nos ultimos anos (Barlow
& Pike, 1991; Bauer, 2016; Gogus & Smith, 2010). O fosfolipidio de caviar € um novo componente que
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vem ganhando muito espago, também devido as suas atividades antioxidantes para a pele, prevenindo
os efeitos negativos causados pelo aumento da idade (Lee et al., 2020). Para avaliar esses efeitos muitos
estudos vém sendo realizados em laboratério, com testes in vitro.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo in vitro de nutracéutico em células-tronco
mesenquimais de cdes quanto a alteracdo da producdo das citocinas IL-6 e IL-10 e a seguranca do
produto em relacdo a possibilidade de causar mutagdes em células dos animais que o consomem.

Material e métodos
Cultura de células

Células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas de tecido adiposo de dois doadores e as células V79
foram obtidas de um banco de células comercial. As células foram cultivadas com Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) adicionado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,02% de amicacina (todos
da marca Sigma-Aldrich®).

Analises de citocinas

As CTMs foram semeadas em placas de 6 pogos (1x10° células por pogo) com meio de cultura
(DMEM com 10% de SFB), e incubadas a 37° C e 5% de CO, por 24 horas. Apds esse periodo, iniciou-
se o tratamento das células com o meio de cultura contendo 0,25% e 0,5% do produto no meio de cultura,
seguido de incubacdo nas condicBGes previamente descritas por 48 horas. Os pogos controles foram
mantidos contendo células e meio de cultura sem adi¢do do produto. ApGs 48 horas de cultura, 0 meio
foi coletado e congelado para quantificar as citocinas IL-6 e IL-10. As andlises foram realizadas em
pogos em triplicata e a dosagem foi calculada automaticamente com base nos padrdes do kit. As
dosagens de citocinas (pg/mL) foram realizadas pelo método de ELISA sanduiche com kits comerciais
(Prepotech mini-ABTS), seguindo a ficha técnica fornecida pelo fabricante. Os padrbes e amostras
foram distribuidos em placas de 96 pocos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 405 nm e a corre¢do em 650 nm.

Ensaio de MTT

Para 0 ensaio de avaliagcdo de viabilidade celular por MTT, as CTMs foram descongeladas e
plaqueadas em garrafas de cultivo de 75 cm?, incubadas em estufa de cultivo celular com atmosfera
controlada (37°C e 5%CO,) até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia. As células foram entéo
tripsinizadas com a enzima TryPLE™ (Thermo-fisher), contadas e plaqueadas em placas de 96 pocos
na concentracédo de 2,5 x 10* células/ml de meio de cultivo. Apds 24 horas, o meio foi substituido por
meio adicionado de nutracéutico em trés concentracdes (1%, 5% e 10%), ficando 48 horas em cultivo.
Esse procedimento foi realizado em triplicata de pocos e de placas. Apds as 48 horas, foi realizado o
ensaio colorimétrico de MTT, com adicdo do reagente 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (Catalog: Sigma N. M2128) a 0,5 mg/mL, incubacdo das placas por 4 horas a 37°
C e 5% de CO,. A seguir, foi realizada a diluicdo dos cristais de formazam com DMSO (dimetil-
sufoxido) (Sigma Aldrich®), leitura de absorbancia das placas em 570 nm em espectrofotdmetro
(Modelo DR-200BS Kasuaki) e calculada a viabilidade celular em relacdo ao controle.

Teste de AMES

Para o teste de AMES, foram utilizadas cinco cepas de Salmonella typhimurium (TA97a, TA98,
TA100, TA102, TA1535). O produto foi diluido em trés concentragdes (1%, 5% e 10%) e cultivado
juntamente com cada cepa. As suspensdes bacterianas com produto foram semeadas em meio de agar
glicose suplementado com histidina e cultivadas por 48 h a 37° C. O nimero de coldnias revertentes foi
contado e os nimeros medios foram calculados. O produto seria considerado mutagénico no caso de um
aumento de duas vezes no nimero de coldnias revertentes em comparacéo com o controle (indice de
Mutagenicidade — IM — maior que 2), ou no caso de haver diferenca estatistica na contagem de col6nias
e ndo mutagénico, se nenhum dos critérios foi atendido.

Ensaio de microndcleos in vitro

Células V79 foram plaqueadas em frascos de cultura contendo meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), incluindo 10% de SFB e 0,02% de amicacina. As células foram sub cultivadas na
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concentragdo de 1,5x10° células/pogo em placas de seis pogos para realizagdo do experimento e
mantidas em incubadora a 37° C e 5% CO- por 24h. Ap0s esse periodo, foram tratadas com o produto e
mantidas em incubadora por trés horas. O tratamento com o produto foi entdo retirado e foi adicionada
a citocalasina B por 21 horas. Apds esse Ultimo tempo de incubagdo as células foram tripsinizadas e
colocadas em tubos de 15 ml para tratamento hipotdnico com cloreto de potassio, pingadas em lamina
com pipeta de pasteur. As ldaminas foram entdo fixadas com a solugdo de metanol e &cido acético para
contagem de micronucleos em microscépio optico (Nikon). A analise de genotoxicidade foi feita com a
utilizacdo da Frequéncia de Micronucleos, considerando o n° de células binucleadas com microndcleos
em 500 células BN/lamina, duas laminas por cultura: FMN = n° BN com MN x 100/total BN contadas.

Andlise estatistica

Os dados de citocinas sdo apresentados como médias e desvios padrdo. A andlise de variancia
unidirecional foi usada para comparar cada grupo com o controle. Os resultados foram considerados
significativos em P < 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas GraphPad Prism versdo 7.0.4
para Windows, GraphPad Software, San Diego, California EUA, “www.graphpad.com”.

Para o Teste de AMES foram calculadas as médias e desvios padrBes das contagens de col6nias, as
quais foram comparadas no programa GraphPad Prism versao 7.0.4 para Windows utilizando-se o teste
de Dunnett e os resultados foram considerados significativos em P < 0,05.

Para 0 ensaio de micronucleos foi calculada a média da FMN de cada cultura e esses valores foram
comparados em programa estatistico GraphPad Prism versdo 7.04. Para a compara¢do dos dados dos
controles (DMEM e DMSO), foi realizado o Test T e, para comparar cada grupo com os controles, foi
realizado o teste de Dunnett. Os resultados foram considerados significativos em P < 0,05.

Resultados

Células-tronco mesenquimais de dois doadores foram cultivadas na presenca de diferentes
concentracdes do nutracéutico. A dosagem das citocinas presentes no sobrenadante foi realizada e a
média e o desvio padrdo foram calculados conforme apresentado na Tabela 1.

A citocina pro-inflamatéria IL-6 diminuiu (P < 0,05) e a citocina anti-inflamatéria IL-10 aumentou
(P<0,05) no sobrenadante celular em relagéo ao controle quando o produto foi adicionado ao meio de

cultura (Figura 2).

Tabela 1. Média e desvio padrdo das citocinas dosadas no estudo

I1L-6 (pg/ml) IL-10 (pg/ml)
Controle 1271,667 £ 157,988 595,832 £ 19,933
DERM 0,25% 871,633 £ 42,660 717,072 £ 25,378
DERM 0,5% 459,400 £ 42,791 710,174 £ 43,151
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Figura 1. Respostas das citocinas IL-6 e IL-10 ao nutracéutico para a pele (DERM). Dados apresentados por média e desvio
padrdo *P < 0,05; **P = 0,0058; ***P = 0,0001.
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A avaliacdo de viabilidade celular das células-tronco mesenquimais pelo ensaio de MTT mostrou
gue as células tiveram maior atividade mitocondrial com a presenca do produto, conforme apresentado

na figura 2.
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Figura 2. viabilidade das células-tronco mesenquimais no controle
(apenas meio de cultivo) e nos grupos tratados com
diferentes concentragdes do produto (DERM).

Os testes de seguranca do produto envolveram a analise de mutagenicidade e genotoxicidade. A
analise de mutagenicidade foi feita pela avaliacdo do potencial do produto de reverter a mutagdo presente
em bactérias especificas, indicando se o produto tem ou ndo potencial para causar mutaces de ponto
nos organismos. Os resultados mostraram que NutraDerm ndo causou reversao da mutacao das bactérias,
visto que o indice de mutagenicidade (IM) em todas as cepas teve valor abaixo de 2 (Tabela 2).

Tabela 2. Contagem de colBnias revertentes por placa das cinco cepas de Salmonella Typhimurium em cada grupo (controle e
tratados com 3 diferentes concentra¢Bes do produto para a pele) e calculo do Indice de Mutagenicidade (1M).

Concentragdo Numero de revertentes por placa

Cepa Tratamento (mg/placa) (triplicata) Média DP IM
Agua Ultrapura - 139 126 143 136 8,888 0,000
Reversdo - 157 129 137 141 14,422 1,037
TA97a DERM 1% 156 141 152 149,667 7,767 1,100
DERM 5% 148 162 149 153 7,810 1,125
DERM 10% 141 135 168 148 17,578 1,088
Agua Ultrapura - 60 54 46 53,333 7,024 0,000
Reversdo - 58 42 63 54,333 10,970 1,019
TA 98 DERM 1% 41 41 52 44,667 6,351 0,838
DERM 5% 45 49 33 42,333 8,327 0,794
DERM 10% 33 52 37 40,667 10,017 0,763
Agua Ultrapura - 25 33 30 29,333 4,041 0,000
Reversdo - 29 22 36 29,000 7,000 0,989
TA 1535 DERM 1% 32 33 30 31,667 1,528 1,080
DERM 5% 34 25 23 27,333 5,859 0,932
DERM 10% 26 36 38 33,333 6,429 1,136
Agua Ultrapura - 30 24 35 29,667 5,508 0,000
Reversdo - 26 33 27 28,667 3,786 0,966
TAL00 DERM 1% 26 22 33 27,000 5,568 0,910
DERM 5% 24 26 35 28,333 5,859 0,955
DERM 10% 13 38 27 26,000 12,530 0,876
Agua Ultrapura - 486 310 407 401,000 88,153 0,000
Reversdo - 530 506 471 502,333 29,670 1,253
TA102 DERM 1% 554 514 417 495,000 70,449 1,234
DERM 5% 554 558 548 553,333 5,033 1,380
DERM 10% 537 474 544 518,333 38,553 1,293

Ainda, ndo houve diferenca na contagem de coldnias entre os grupos tratados e controle (Figura 3).
O teste de genotoxicidade realizado, microndcleos in vitro, avaliou a capacidade do produto de
interagir com o DNA de células e provocar danos a elas. A frequéncia de aparecimento de microndcleos
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foi baixa, ndo sendo diferente do grupo controle (P > 0,05), indicando que ndo ha a interagdo do produto

com o DNA capaz de causar danos de genotoxicidade (Figura 4).
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Figura 3. Contagem de col6nias nas 5 cepas de Salmonella Typhimurium nos grupos controle e tratados com o
produto para a pele de caes (DERM). Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05).
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Figura 4. frequéncia de microndcleos presentes nas células. CN: controle
negativo; CDMSO: controle com solvente, DMSO. Colchicina:
controle positivo, produto sabidamente genotdxico; DERM:
produto testado.
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Discussao

O presente estudo visou avaliar os efeitos in vitro de um nutracéutico comercial utilizado para
melhora da qualidade da pele de cdes. O produto possui em sua composicdo ingredientes naturais, como
o alecrim. Devido a possivel acdo anti-inflamatéria desse componente, pesquisas sao realizadas para
analisar o efeito que esse composto natural causa na migracao de células imunes (Silva et al., 2015), a
sua competéncia em controlar a sintese de citocinas pré-inflamatérias (aquelas que estimulam a
inflamacdo e indicam que o local esta inflamado), 6xido nitrico, fatores de crescimento e prostaglandina
(Yuetal., 2013).

Em um estudo, a atividade anti-inflamatdria do extrato de alecrim foi avaliada utilizando cultivo
celular. Foram feitos dois grupos de tratamento: células tratadas com extrato de alecrim e com agente
inflamatério (lipopolissacarideo — LPS) e sem LPS. Apds 24 horas de tratamento, o sobrenadante celular
foi coletado para ser feita a andlise de citocinas prd-inflamatorias (IL-1 ¢ TNF-a), que indicam ha
inflamacdo em decorréncia do seu aumento. Ao se comparar 0 grupo tratado somente com LPS e o
tratado com LPS e alecrim, foi observado uma inibicdo significativa na producgéo das citocinas pelo
alecrim (Oliveira et al., 2017), indicando alto potencial anti-inflamatério. Em nosso estudo, analise
semelhante foi realizada, utilizando-se células-tronco mesenquimais e o produto nutracéutico que
contém alecrim em sua composi¢do. Da mesma forma, observamos que as citocinas mediadoras da
inflamacdo (IL-6 e IL-10) foram moduladas, com a diminui¢do da citocina pré-inflamatéria (IL-6) e
aumento da anti-inflamatoria (IL-10). Em decorréncia da cascata de producao e sinaliza¢do via citocinas,
a pele inflamada apresenta altas concentrac@es de interleucina 6 (IL-6) (Johnson et al., 2020). A IL-6 é
uma citocina pleiotropica, cujas atividades estimulam a proliferacéo e diferenciacao de linfocitos Be T,
aumentam a producdo de anticorpos, ativam células T, estimulam precursores hematopoiéticos a se
diferenciarem, influenciam a capacidade proliferativa de células ndo linfoides e ativam a resposta
proteica de fase aguda (Kishimoto, 1989). Essa citocina esta relacionada a alta producédo de colageno na
pele, que pode causar espessamento da mesma (Sato et al., 2001). J& a IL-10, uma citocina anti-
inflamatdria, tem a capacidade de suprimir a sintese de citocinas pré-inflamatérias em
monacitos/macrofagos. A IL-10 também tem a capacidade de estimular as células B a produzir IgG, IgA
e IgM, além de desempenhar um papel importante na manutencdo do equilibrio entre os processos pro-
inflamatdrios e anti-inflamatdrios, e acredita-se que distarbios na producédo de IL-10 contribuam para a
patogénese de inimeras condicGes inflamatorias da pele (Weiss et al., 2004). Dessa forma, os resultados
do presente estudo demonstram que o produto pode realmente ter efeito positivo para animais com
problemas de pele pela possivel reducéo da inflamacéo via citocinas.

Entre os outros componentes do produto testado. estd o colageno, responsavel por manter a
integridade arquitetnica da pele e garantir o seu bom funcionamento como barreira de protecdo
(Theocharidis & Connelly, 2019), a semente de abdbora, a qual possui diversos efeitos nutracéuticos,
em decorréncia da sua composigdo, repleta de acidos graxos, carotenoides e proteinas (Lestari &
Meiyanto, 2018). Sabidamente o dmega 3 possui efeitos antioxidantes e até anti-inflamatérios, agindo
no organismo como um todo, prevenindo diversas afecces, inclusive de pele. Ja o fosfolipidio de caviar,
€ um novo componente que vem ganhando muito espaco também devido as suas atividades antioxidantes
para a pele, prevenindo os efeitos negativos causados pelo aumento da idade (Lee et al., 2020). Todos
esses compostos combinados ao alecrim podem ter influenciado a resposta celular frente ao produto
testado, como pode ser observado no aumento da viabilidade celular no ensaio de MTT, demonstrando
que o produto apresentou potencial para aumentar a atividade das mitocondrias nas células-tronco
mesenquimais testadas.

J& os ensaios de seguranca realizados in vitro, tanto Teste de Ames quanto o microndcleo in vitro
demonstraram que o produto ndo tem potencial para causar mutacdes de ponto ou genotoxicidade em
células. Esses ensaios sdo comumente utilizados para se testar a seguranga de produtos para consumo
humano (Omoruyi & Pohjanvirta, 2014), sendo uma inovacdo a utilizacdo deles para testar produtos
veterinarios. Esses testes sdo importantes, visto que o0s nutracéuticos de forma geral ndo precisam de
comprovagdo de segurancga, porém, apesar as agéncias oficiais darem garantias em relacdo a seguranca,
faltam dados para fundamentar essas garantias (Craig, 2021).
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Consideracdes finais

O produto testado tem ingredientes naturais em sua composi¢do. O alecrim combinado aos demais
compostos causou diminuicdo do perfil inflamatdrio in vitro, além de apresentar seguranga nos testes
realizados. Dessa forma, o produto parece ter capacidade de reduzir a inflamagéo de forma segura para
0S animais que o consomem. Sugere-se a realizacdo de testes in vivo para avaliar o comportamento do
produto no organismo animal para termos uma comprovacao final de sua eficacia.
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