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RESUMO

Suplementagao com probidético ameniza a agressividade do tumor colorretal
induzido quimicamente em ratos

O cancer colorretal (CCR) acomete aproximadamente um milhdo de pessoas por
ano, considerado a segunda causa de morte mais comum entre mulheres e a
terceira mais prevalente em homens. Os fatores de risco incluem as sindromes
genéticas; doengas inflamatérias intestinais; histéria familiar; sedentarismo;
obesidade, alimentacdo pobre em fibras, rica em gorduras saturadas, alimentos
defumados ou embutidos, carne vermelha em excesso (>300g/sem), modo de
preparagao em altas temperaturas e na brasa; medicamentos; tabagismo e bebida
alcodlica em excesso. Esses fatores levam a alteracdo da microbiota intestinal a
qual é colonizada por bactérias patogénicas capazes de provocar uma resposta
inflamatdria local que, em casos crénicos, ativam componentes cancerigenos. Os
probidticos tém atraido cada vez mais a atencado de pesquisadores com o intuito de
compreender a sua acdo na microbiota intestinal, auxiliando na prevencido e
tratamento do cancer colorretal. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de um
probidtico na agressividade do tumor colorretal induzido quimicamente em ratos.
Vinte e cinco ratos machos Fisher 344, 250 g, recebendo ragao e agua ad libitum,
foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (5 ratos/grupo): Gceontrole, SEM
tratamento; Grymor, indugdo do tumor; Grymor+sFu, indugdo do tumor, aplicado 5-
Fluorouracil; Grumor+prob, indugdo do tumor, suplementado com probiético; Grumor+s-
Fu+pProb, INducdo do tumor, aplicado 5-Fluorouracil, suplementado com probidtico.
Para indugcédo do tumor colorretal, os animais receberam quatro injegdes
intraperitoneais do carcinogeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH) na dose de 20 mg/kg de
peso corporal, sendo duas aplicacbes por semana, durante quatro semanas
consecutivas. Deu-se um intervalo de 15 dias e as aplicagdes de DMH foram
repetidas por mais quatro semanas. Apds 5 semanas da Uultima dose do
carcinégeno, iniciou-se o tratamento por dez semanas consecutivas, com 5-
Fluorouracil: uma dose de 15 mg/kg por semana, via intraperitoneal e probiotico
comercial: 1x10° UFC, diariamente, por gavagem. Os dados foram analisados pela
Analise de Variancia One Way e as médias comparadas pelo teste de Dunnett.
Utilizado software estatistico GraphPad Prism. As analises histopatolégicas
avaliadas pelo teste de proporcao Qui-quadrado. Foi considerado erro tipo-l de 5%
como estatisticamente significante. Comparados com 0 Grumorn O GrumortProb
(p<0,0373) € Grumor+s-Fu+prob (P<0,0003) exibiram efeito atenuante na agressividade
do tumor colorretal obervando redugcdo na contagem de Focos de Criptas
Aberrantes; e menor porcentagem de lesdes neoplasicas malignas no Grumor+Prob
(40% de adenoma tubular de baixo grau, 40% de carcinoma in situ, 20% de
adenocarcinoma de baixo grau) € Grymor+s-Fu+rrob (40% de adenoma tubular de baixo
grau e 60% de carcinoma in situ). Concluimos que a suplementagdo com probidtico
tem potencial para diminuir a formagdo de criptas aberrantes e amenizar a
progressao da malignidade do tumor, potencializando o efeito antitumoral da
quimioterapia com 5-Fluorouracil nos segmentos célicos.

Palavras-chave: Cancer Colorretal. Alimento Funcional. Quimioterapia. Focos de
Criptas Aberrantes. Microflora Intestinal.



ABSTRACT

Probiotic supplementation attenuates the aggressiveness of chemically
induced colorectal tumor in rats

Among the existing types, colorectal cancer (CRC) affects approximately one million
people per year, considered the second most common cause of death among
women and the third most prevalent in men. Risk factors are genetic syndromes;
inflammatory bowel diseases; family history; sedentary lifestyle; obesity, low fiber,
high saturated fats, smoked foods or built-in food, excess red meat (> 300g/week),
preparation mode in high temperatures and on the ember; medications; smoking, and
excessive alcohol. These factors alter the intestinal microbiome which is colonized by
pathogenic bacteria capable of provoking a local inflammatory response that, in
chronic cases, activates carcinogenic components. Probiotics have increasingly
attracted the attention of researchers in order to understand their action in the
intestinal microbiota, aiding in the prevention and treatment of colorectal cancer. The
objective of this study was to evaluate the effect of a probiotic In aggressiveness of
the chemically induced colorectal tumor in rats. Twenty-five male Fisher 344 rats, 250
g, receiving ration and water ad libitum, were randomly divided into 5 groups (5
rats/group): Gcontro, Without treatment; Grymor, tumor induction; Grymor + 50, tumor
induction, 5-fluorouracil applied; Grumor + prob, tumor induction, supplemented with
probiotic; Grumor + 5-Fu + prob, tumor induction, applied 5-fluorouracil, supplemented with
probiotic. For tumor induction, the animals received four intraperitoneal injections of
the carcinogen 1.2-dimethylhidrazine (DMH) at the dose of 20 mg/kg body weight,
being two applications per week, for four consecutive week. A 15-day interval was
given and DMH applications were repeated for another four week. After 5 weeks of
the last dose of the carcinogen, the treatment was initiated for ten consecutive
weeks, applying a weekly dose of 15 mg/kg body weight of 5-fluorouracil,
Intraperitoneal route and commercial probiotic containing Lactobacillus and
Bifidobacterium at the dose of 1x109 UFC, administered by gavage, daily. Datas
were analyzed by the analysis of variance One Way and the averages compared by
the test of Dunnett. Used Software Statistical GraphPad Prism. The histopathologic
analyses evaluated by the Chi-square ratio test. It was considered type-| error of 5%
as statistically significant. Compared to the Grumor. the Grumor + prob (P < 0,0373) and
Grumor + 5-Fu + prob (P < 0,0003) showed attenuating effect on the aggressiveness of the
colorectal tumor, with a reduction in the count of Aberrant Crypts Foci; and lower
percentage of malignant neoplastic lesions in the Grumor + prob (40% of low-grade
tubular adenoma, 40% of carcinoma in situ, 20% of low-grade adenocarcinoma) and
Gumor + 5-FU + prob (40% of low-grade tubular adenoma and 60% of carcinoma in situ).
The suplementation with probiotic has the potential to decrease the formation of
aberrant crypts and mitigate the progression of tumor malignancy, potentializing the
antitumor effect of 5-fluorouracil chemotherapy in the colic segments.

Keywords: Colorectal cancer. Functional food. Chemotherapy. Aberrant crypt foci.
Intestinal microflora.
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1 ARTIGO A

CANCER COLORRETAL E A MICROBIOTA INTESTINAL, UMA REVISAO DE
LITERATURA

COLORECTAL CANCER AND INTESTINAL MICROBIOTA, A LITERATURE REVIEW

RESUMO

O cancer faz parte do grupo de doengas cronicas ndo transmissiveis, apresentando altas taxas de
mortalidade mundial. Dentre os tipos existentes, o cancer colorretal (CCR) acomete aproximadamente
um milhdo de pessoas por ano, considerado a segunda causa de morte mais comum entre mulheres e a
terceira mais prevalente em homens. Os fatores de risco incluem as sindromes genéticas; doengas
inflamatoérias intestinais; historia familiar; sedentarismo; obesidade, alimenta¢do pobre em fibras, rica
em gorduras saturadas, alimentos defumados ou embutidos, carne vermelha em excesso (>300g/sem),
modo de preparagdo em altas temperaturas e na brasa; medicamentos, tabagismo e bebida alcoodlica em
excesso. Esses fatores alteram a microbiota intestinal a qual é colonizada por bactérias patogénicas
capazes de provocar uma resposta inflamatéria local que, em casos cronicos, ativam componentes
cancerigenos. O tratamento do CCR ¢ principalmente cirargico, podendo ser realizado radioterapia
e/ou quimioterapia. Os quimioterapicos causam efeitos colaterais como nauseas, vomitos, mucosite,
diarreia, anemia, leucopenia e neutropenia. Associado ao tratamento convencional, a utilizacdo de
probiodticos tem o propdsito de restaurar a microbiota intestinal, atuando em mecanismos celulares e
moleculares. A microbiota intestinal exerce enorme impacto sobre a fungdo ¢ saude do organismo,
interagindo com o sistema imune, resistindo a agentes infecciosos, impedindo a estruturacdo de
resposta alérgica e translocacdo de patogenos. Age também como barreira, sintetizando citocinas pelas
células imunes da mucosa intestinal, aumentando a resposta inata; aproveita energia a partir de
componentes da dieta através dos acidos graxos de cadeia curta; possui atividade anti-inflamatoria,
suprimindo a ativacdo do fator nuclear kappa B; ¢ reduz o risco de cancer de codlon devido a sua
habilidade em inibir a atividade genotoxica das nitrosaminas e do perdxido de hidrogénio, além de
induzir diferentes niveis de apoptose, diferenciagdo e estagnagdo do ciclo celular no cancer de colon
observados em estudos utilizando modelos de animais. Ao ingerir probidticos, as bactérias saudaveis
que sobrevivem as secregOes digestivas, chegam ao intestino grosso capazes de colonizar este
ambiente, favorecendo o equilibrio microbiano, diminuindo a populagdo de bactérias associadas a
doencas coloOnicas e através de mecanismos nao totalmente conhecidos, inibem a formacédo de tumores
colorretais. Os probidticos tém atraido cada vez mais a aten¢do de pesquisadores com o intuito de
compreender a sua agdo na microbiota intestinal, auxiliando na prevengdo e tratamento do cancer

colorretal.

Palavras Chave: Cancer. Focos de Criptas Aberrantes. Microflora Intestinal.
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ABSTRACT

Cancer is part of the group of chronic noncommunicable diseases, with high mortality rates
worldwide. Among the existing types, colorectal cancer (CRC) affects approximately one million
people per year, considered the second most common cause of death among women and the third most
prevalent in men. Risk factors include genetic syndromes; inflammatory bowel diseases; family
history; sedentary lifestyle; obesity, low-fiber, diet rich in saturated fats, smoked or inlaid foods,
excess red meat (> 300g/week), high-temperature and hot-heat preparation mode; medications,
smoking, and excessive alcohol. These factors alter the gut microbiota which is colonized by
pathogenic bacteria capable of provoking a local inflammatory response that, in chronic cases,
activates carcinogenic components. The treatment of CRC is especially surgical, and radiotherapy and
/ or chemotherapy may be performed. Chemotherapeutics cause side effects such as nausea, vomiting,
mucositis and diarrhea, anemia, leukopenia and neutropenia. Associated with conventional treatment,
the use of probiotics has the purpose of restoring the gut microbiota, acting in cellular and molecular
mechanisms. The gut microbiota exerts enormous impact on the function and health of the organism,
interacting with the immune system, resisting infectious agents, preventing the structuring of allergic
response and translocation of pathogens. The microbiota acts as a barrier, synthesizing cytokines by
the immune cells of the intestinal mucosa, increasing the innate response, harnessing energy from
dietary components through short chain fatty acids, has anti-inflammatory activity, suppressing the
activation of nuclear factor kappa B ; and reduces the risk of colon cancer due to its ability to inhibit
the genotoxic activity of nitrosamines and hydrogen peroxide, as well as induce different levels of
apoptosis, differentiation and cell cycle stagnation in colon cancer in animal models. By ingesting
probiotics, healthy bacteria that survive digestive secretions reach the large intestine capable of
colonizing this environment, favoring the microbial balance, decreasing the population of bacteria
associated with colonic diseases and through mechanisms not fully known, inhibit the formation of
tumors of colorectal cancer. Probiotics have increasingly attracted the attention of researchers in order
to understand their action in the gut microbiota, aiding in the prevention and treatment of colorectal

cancer.

Keywords: Cancer. Foci Aberrant Crypts. Intestinal Microflora.
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Desenvolvimento

Cdncer Colorretal

O cancer faz parte do grupo de doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNT), sendo
considerado um grave problema de saude publica (RODRIGUES; LIGEIRO; SILVA, 2015)
apresentando altas taxas de mortalidade mundial (DUNCAN et al., 2012). A estimativa para o Brasil ¢
de 634.880 novos casos de cancer no biénio 2018/2019 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2018) ¢ para 2040, a Organiza¢io Mundial da Saude calcula
que a estimativa de novos casos ultrapassara 25 milhdes (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2018).

O processo pelo qual as células normais transformam-se em células cancerigenas é
complexo, multifasico, com alteragdes celulares, moleculares ¢ morfologicas, sustentadas por
modificagdes na expressdo de genes que coordenam atividades essenciais celulares, como
proliferagdo, diferenciacido e apoptose (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2015).

Dentre os tipos existentes, o cancer colorretal (CCR) acomete aproximadamente um
milhdo de pessoas por ano (ARAUJO, 2013), considerado a segunda causa de morte mais comum
entre mulheres e a terceira mais prevalente em homens (ZHU et al., 2015). Sendo os fatores de risco,
as sindromes genéticas; doencas inflamatorias intestinais; historia familiar; sedentarismo; obesidade,
alimentagdo pobre em fibras, rica em gorduras saturadas, alimentos defumados ou embutidos, carne
vermelha em excesso (>300g/sem), modo de preparacdo em altas temperaturas e na brasa;
medicamentos (JONES-MCLEAN et al., 2015); tabagismo e bebida alcodlica em excesso (ERDRICH
et al., 2015). Esses fatores alteram a microbiota intestinal (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010)
a qual é colonizada, em grande parte, por bactérias patogénicas, capazes de provocar uma resposta
inflamatoria local que, em casos cronicos, ativam componentes cancerigenos (AZIZ et al. 2013).

No processo de evolugdo do cancer colorretal, as criptas de Lieberkiihn, comumente
encontradas no intestino delgado e grosso, sofrem alteragdes, apresentando tamanho aumentado, com
maior espegamento epitelial, contendo células hipercromaticas, maior espago peri-criptico, ntcleos
alongados e estratificados ¢ deplecdo de mucina. A partir dessas modificagdes, passam a serem
chamadas de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) (GUPTA et al., 2017). Os FCA sdo considerados
importantes biomarcadores no diagndstico do cancer colorretal por serem as primeiras lesdes pré-
cancerosas que surgem durante o processo de carcinogénese (CASTELLARIN et al., 2012),
envolvidos na sequéncia FCA-adenoma-carcinoma (KOSTIC et al., 2012).

O crescimento do CCR ocorre intramuralmente envolvendo a circunferéncia intestinal;
contiguamente aderido as estruturas adjacentes, ou invadindo tais estruturas por meio dos vasos
linfaticos ou linfonodos pericolicos, progredindo centriptamente ao longo dos vasos linfaticos que

acompanham os vasos sanguineos. O reto localiza-se num espaco envolvido pela gordura peri-retal
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com suprimento sanguineo para o reto superior ¢ médio a partir da artéria retal superior (circulagio
venosa portal). O suprimento sanguineo adicional para o reto médio e inferior & feito a partir das
artérias retais, média e inferior (circulagdo venosa sist€émica), causando uma disseminagao direta do
tumor através da parede retal, pela invasdo da gordura peri-retal. No reto médio, a disseminacgao ¢ feita
pelo sistema linfatico e no reto inferior, os canais linfaticos sdo acometidos acompanhado das artérias
(ROEDIGER, 1999).

O estadiamento convencional mais utilizado que classifica tumores malignos ¢ o
Sistema TNM, recomendado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC). Este sistema baseia-se
na extensdo anatomica da doenca, levando em conta as caracteristicas do tumor (T), caracteristicas dos
lifonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N) ¢ a presenca ou
ndo de metastases (M) (ROSSI et al., 2006; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (2004), esta classificagdo ¢ aplicavel somente para carcinoma ¢ deve haver confirmagéo
histologica da doenga, o qual os procedimentos para avaliagdo estdo descritos nos quadros 1 ¢ 2, e o

grupamento por estadios, descrito no quadro 3.

Tratamento do Cancer Colorretal

O tratamento do CCR ¢ baseado nas caracteristicas anatomopatoldgicas do tumor, bem
como em seu estadiamento. O nivel de infiltracdo da parede do 6rgdo, assim como invasdo de vasos,
acometimento de nervos e metastases linfonodais ou em 6rgdos a distancia, estdo relacionados com
pior prognostico da doenca (FONSECA, et al., 2011).

As colectomias segmentares segundo a localizacdo do tumor, associadas a resseccao
da drenagem linfatica regional, constituem as cirurgias padrao (ROSSI et al., 2006), porém antes de
uma cirurgia, pode ser requisitado o tratamento neoadjuvante com o intuito de reduzir o tamanho ou
extensdo do tumor. Neste caso, a radioterapia isolada ou acompanhada por quimioterapia, €
recomendada para tumores com estadios II e IIl. Apos a cirurgia, os pacientes de estadio III
apresentam indicacdo de tratamento adjuvante, como quimioterapia. Os que se encontram em
tratamento paliativo (estadio 1V), ¢ comum a utilizacdo de quimioterapicos para o aumento da
sobrevida do paciente (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CANCEROLOGIA, 2011; HADDADIN;
PAPAGEORGIO, 2012).

Responsavel por causar grande impacto sobre a divisdo das células tumorais, os
quimioterapicos causam efeitos colaterais conforme a dose utilizada, estado clinico do paciente e via
de administragdo. Dentre eles, destacam-se nauseas, vomitos, mucosite ¢ diarreia, capazes de afetar a
condi¢do nutricional do paciente, equilibrio hidroeletrolitico ¢ sua qualidade de vida. Além disso,
toxidades hematoldgicas como anemia, leucopenia e neutropenia também podem surgir, sendo
considerados motivos de interrupgdo do tratamento por um periodo, fazendo com que este perdure por

mais tempo do que o previsto (GOLKHALKHALI et al., 2018).
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Associado ao tratamento convencional, estudos tém demonstrado beneficios com
probidticos com o propodsito de restaurar a microbiota intestinal, atuando em mecanismos celulares e
moleculares (MIQUEL et al., 2013) e em extensas regides do intestino, objetivando a restauragdo da
homeostase (MASOOD et al., 2011; GOLKHALKHALI et al., 2018), reduzindo a populagdo de
bactérias associadas as doengas colonicas (HEMARAJATA; VERSALOVIC, 2013), inibindo enzimas
pro-carcinogénicas ou estimulando o sistema imunologico do hospedeiro (UCCELLO et al., 2012),
além de promover a reducdo de efeitos colaterais causados pelo tratamento antineoplasico (LEVIT et

al., 2018).

Microbiota Intestinal

A microbiota intestinal em mamiferos, representa o sitio ecoldgico na Terra com
maior densidade de bactérias. Sendo considerado um complexo ecossistema, fornece estimulo
primario para o estabelecimento de uma barreira adequada da mucosa e maturagdo de um sistema
imune poés-natal equilibrado (JENMALM.; PRESCOTT, 2017).

O sistema digestorio é o local de maior densidade e diversidade de comunidades
bacterianas, composto pela microbiota intestinal, que exerce enorme impacto sobre a fungdo e saude
do organismo humano como um todo (FIOCCHI; SOUZA, 2012). A colonizagdo de bactérias do
sistema digestorio comeca no nascimento e ao longo da vida vai sendo modificada por fatores
genéticos, contato com o ambiente, dieta e presenga de doengas (BEDANI; ROSSI, 2009; AZIZ et al.,
2013).

O trato gastrointestinal (TGI) de um adulto humano ¢ o lar de um ecossistema unico,
constituido por 400 a 1000 espécies de microrganismos heterogéneos (NOVERR; HUFFNAGLE,
2004; AZIZ et al., 2013). Composto por aproximadamente 10 trilhdes de células microbianas, possui
uma microbiota intestinal que pesa aproximadamente 2% do peso corporal, estimando que sua
capacidade génica seja até 150 vezes maior que a do ser humano (URSEL et al., 2012).

A composigdo e concentracdes de espécies microbianas dominantes também diferem
de acordo com as regides do trato digestorio, sendo de predominancia, com 64% dos filos Firmicutes
e 23% Bacteroidetes. O restante encontra-se distribuido entre os filos Proteobacteria ¢ Actinobacteria,
apresentando variagdes entre as proporgoes ¢ espécies (MADIGAN et al., 2006).

Em funcdo da agdo dos acidos, bile e secrecdes pancreaticas que nao permitem uma
maior colonizagdo, o estdmago ¢ o duodeno possuem uma menor concentragdo em sua microbiota,
com 10" a 10° bactérias por grama de contetido de estomago e duodeno. Com o distanciamento destes
locais, a densidade de bactérias aumenta, progredindo para 10* a 10" bactérias por grama de contetudo
de jejuno e ileo, alcangando 10'' a 10" células por grama de contetudo de colon, ou seja, 10 a 100
vezes mais bactérias do que as proprias células humanas (O'HARA; SHANAHAN, 2006).

Ha diferenciagdo também em relagdo a utilizagdo de oxigénio para obtencdo de

energia, ou seja, quanto mais proximo ao intestino grosso, maior a presenca de bactérias anaerobias,
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no qual a energia (ATP) ¢é obtida através do processo de fermentacdo. Assim como, quanto mais
distante, proximo ao estomago, maior a presenca de bactérias aerobias (PRAKASH et al., 2011).

A microbiota intestinal exerce enorme impacto sobre a funcdo e saide do organismo
humano como um todo, interagindo com o sistema imune, resistindo a agentes infecciosos, impedindo
a estruturacdo de resposta alérgica e translocacdo de patdogenos. Age como barreira, sintetizando
citocinas pelas células imunes da mucosa intestinal, aumentando a resposta inata (FIOCCHI; SOUZA,
2012; LEITE et al., 2014). Uma de suas principais fungdes é o aproveitamento de energia a partir de
componentes da dieta, como os polissacarideos ndao digeridos no colon, que sdo metabolizados por
microrganismos resultando em varios produtos, dentre eles, os acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
(MILES, 2007; BEDANI; ROSSI, 2009).

Os AGCC diminuem o pH do intestino grosso, criando um ambiente que impede o
crescimento de bactérias nocivas. Além disso, aumentam o fluxo de sangue para o colon e fornecem as
células da parede do intestino, combustiveis metabolicos, principalmente sob a forma de acido butirico
(MILES, 2007; BEDANI; ROSSI, 2009). Este, quando oxidado, fornece cerca de 70% de energia para
células epiteliais colonicas, além de atuar como fator tréfico para células em tecidos intactos (HAMER
et al., 2008); possui atividade anti-inflamatéria, suprimindo a ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-
kB); e reduz o risco de cancer de colon devido a sua habilidade em inibir a atividade genotoxica das
nitrosaminas e do peroxido de hidrogénio, além de induzir diferentes niveis de apoptose, diferenciacao
e estagnacao do ciclo celular no cancer de colon observados em estudos utilizando modelos de animais
(HOPE et al., 2005; HAMER et al., 2008; LEONEL; ALVAREZ-LEITE, 2012).

Outra fungdo da microbiota intestinal esta relacionada a maturacao, inducgdo, ativacdo
e condicionamento do sistema imunoldgico (CASTELLARIN et al., 2012), abrangendo mais da
metade das células imunologicamente ativas do organismo (KOSTIC et al., 2012). Em estudos com
animais desprovidos de microrganismos (germ free), foi observada uma menor produgdo e atuacdo do
sistema imune (principalmente das células B, T e CD4+). No entanto, quando inoculados com
microrganismos, houve restauracdo da fungdo imunoldgica (KOSTIC et al., 2012). Esse fato
demonstra que os microrganismos fazem conexdes complexas ¢ abundantes com o epitélio intestinal e
sistema imunolégico, rompendo as células epiteliais do intestino, no qual as células do sistema imune
inato sdo as primeiras a responder a essa injuria (OLIVEIRA; AARESTRUP, 2012; AZIZ et al.,
2013).

Disbiose e Cancer Colorretal

O conceito de disbiose esta relacionado ao desequilibrio microbiano que pode ocorrer
quando o ecossistema do sistema digestorio se encontra alterado. Diversas bactérias oportunistas
aumentam sua populagdo podendo causar doengas (MIQUEL, 2013), inclusive o cancer colorretal

(CCR) (DJALDETTI; BESSLER, 2017).
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Embora ndo esteja totalmente esclarecido se a disbiose ¢ uma causa ou uma
consequéncia da doenca intestinal, esse tipo de alteragdo € um fato comum em pacientes que sdao
portadores de doencas inflamatorias intestinais (DII), no qual a propor¢do de Firmicutes,
principalmente Faecalibacterium prausnitzii, encontra-se baixa (MIQUEL, 2013).

A inflamagdo cronica altera a composicdo da microbiota intestinal, aumentando o
potencial genotoxico. Essa situagdo passa a refletir uma forte correlacdo entre a microbiota, sistema
imunologico e o desenvolvimento do cancer colorretal (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010;
DJALDETTI; BESSLER, 2017). O aumento de bactérias patogénicas, como Escherichia coli,
Clostridium, Streptococcus faecallis, Proteus (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010) e
Fusobacterium nucleatum (TOVEY et al., 2011; CASTELLARIN et al., 2012; KOSTIC et al., 2012),
¢ considerado um dos fatores relacionado a formagao do cancer colorretal (DENIPOTE; TRINDADE;
BURINI, 2010) pela capacidade de facilitar a evolugdo de processos inflamatorios, promovendo a
ativacdo de componentes carcinogénicos ¢ a producdo de compostos mutagénicos (DENIPOTE;
TRINDADE; BURINI, 2010; OLIVEIRA; AARESTRUP, 2012; AZIZ, et al., 2013; DEL COCO,
2015).

Uso de Probidticos na Terapia do Cancer Colorretal

De origem grega, a palavra probiotico significa “para a vida” (HILL et al., 2014) e foi
sugerida pela primeira vez, a partir das observagdes de Metchnikoff, em 1907, correlacionando a
utilizacdo de leites fermentados com a prevencdo e tratamento de doengas intestinais (DOSTA et al.,
2009).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS), Organizagdo das Nag¢des Unidas para
Agricultura e Alimentacao (FAO) e Associagdo Cientifica Internacional para Probidticos e Prebidticos
(ISAPP), definem probidticos como sendo microrganismos vivos que, administrados em quantidades
adequadas, produzem efeitos benéficos para a saude do hospedeiro (animais e seres humanos). Porém,
sua eficacia é rigorosamente dependente da quantidade e caracteristicas das cepas de microrganismos
utilizados (HILL et al., 2014).

Os probidticos também podem ser definidos como ingredientes seletivamente
fermentados, que possibilitam a ocorréncia de alteragdes especificas, tanto na composi¢do, quanto na
atividade da microbiota intestinal, proporcionando beneficios para a saude e bem estar dos individuos
que os consomem. Metabolizados pela microbiota nativa de determinados 6rgdos, sdo capazes de
darem origem a proliferacdo de determinadas espécies bacterianas e producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Além dessas capacidades, diferentes tipos de probidticos possuem efeitos
distintos sobre o sistema imunologico (FREI; AKDIS; O°’MAHONY, 2015).

A grande quantidade de cepas, dosagens, esquemas de administragdo e variadas
combinagdes, torna complexa a utilizacdo de probidticos na pratica clinica(FAINTUCH; FAINTUCH,
2017). Devido a essa complexidade, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
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liberou a comercializagdo de algumas espécies bacterianas utilizadas como alimentos com alegacdes
de propriedades funcionais. As que possuem efeito probiotico cientificamente comprovado sdao os
Lactobacillus bulgaris, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei
variedade rhanosus, Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis),
Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium. E para que possa ser considerado como promotor de
satide, a quantidade minima viavel da cultura deve estar entre 10* a 10° UFC (Unidades Formadoras de
Colénias) por porgdo do produto (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Ao ingerir probidticos, as bactérias saudaveis que sobrevivem as secreg¢des digestivas,
chegam ao intestino grosso capazes de colonizar este ambiente, favorecendo o equilibrio microbiano
(MILES, 2007), diminuindo a populagdo de bactérias associadas a doengas colonicas (BEDANI;
ROSSI, 2009).

Através de sua propriedade de resisténcia contra patdgenos invasores, 0os probidticos
competem com bactérias patogénicas por sitios de adesdo aos receptores epiteliais de nutrientes e
produzem substancias antimicrobianas, como o acido lactico e outros acidos de cadeia curta, tais como
peroxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas (MILES, 2007; DOSTA et al., 2009; DEL COCO,
2015). As bacteriocinas sdo substancias peptiticas com atividades antimicrobianas produzidas por
sintese ribossomal, segregadas por um grande numero de bactérias para inibir o crescimento de
microrganismos competidores (CHEN; HUANG, 2009; DOSTA et al., 2009).

Além de diminuir as bactérias associadas as doengas colonicas (BEDANI; ROSSI,
2009), os probiodticos possuem mecanismos que inibem a formacdo de tumores de colorretal

(GOURBEYERE; DENERY; BODINER, 2011; SERBAN, 2014).

Mecanismos Probioticos na Prevencdo do Cancer Colorretal

Apesar de todos os mecanismos pelos quais os probidticos atuam na prevengdo do
CCR ndo serem totalmente elucidados, tudo indica que esse processo estd relacionado com a
modificacdo da composicdo e a atividade metabdlica da microbiota intestinal, pela ligagdo e
degradacdo de componentes carcinogénicos no lumen intestinal (GOURBEYERE; DENERY;
BODINIER, 2011; UCCELLO et al., 2012).

A microbiota modificada produz componentes com atividade anti-carcinogénica como
AGCC e acido linoleico conjugado (CLA); através da melhora de sua integridade, dificultam a
proliferacdo celular e induzem apoptose em células cancerigenas (SERBAN, 2014), aumentando a
expressdo da Bax, proteina pro-apoptdtica, ¢ diminuindo a expressio da Bcl2, proteina anti-
apoptoticica, inibindo o crescimento celular (CHEN et al., 2017).

Estudos com probidticos também tém sido realizados no intuito de comprovar sua
eficacia no sistema imune (ERDRICH et al., 2015). Observou-se que quando administrados por via

oral, podem interagir com a mucosa do trato digestorio, com as células epiteliais do intestino, células
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dendriticas e macrofagos; inclusive com o tecido linféide do intestino, onde estdo localizadas mais de

70% das células imunoloégica (KANG; IM, 2015).

Consideracoes Finais
Com tantas propriedades, os probioticos t€m atraido cada vez mais a atencdo de
pesquisadores com o intuito de compreender a sua acdo na microbiota intestinal, auxiliando na

prevencao e tratamento do cancer colorretal.
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Quadro 1: Procedimentos para avalia¢ao das categorias do Sistema T, N e M
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Categorias T

Exame fisico, diagnostico por imagem, endoscopoia e/ou exploragdo cirurgica.

Categorias N

Exame fisico, diagnostico por imagem e/ou exploragao cirtrgica.

Categorias M

Exame fisico, diagnostico por imagem e/ou exploragao cirtrgica.

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2004.
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Quadro 2: Sistema TNM — Classificacao Clinica

T — Tumor Primario

Tx O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nao ha evidéncias de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasdo da lamina préopria

T1 Tumor que invade a submucosa

T2 Tumor que invade a muscular propria

T3 Tumor que invade além da muscular propria, alcangando a subserosa ou os tecidos
pericolicos ou perirretais, ndo peritonizados

T4 Tumor que invade diretamente outros 6rgdos ou estruturas e/ou que perfura o peritonio

visceral

N — Linfonodos Regionais

Nx Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais

N2 Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais

M — Metastase a distancia

Mx A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
Ml Metastase a distancia

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2004.




Quadro 3: Grupamento por Estadios do Sistema TNM
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Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I T1, T2 NO MO
Estadio A T3 NO MO
1B T4 NO MO
Estadio 1A T1, T2 W) MO
111B T3, T4 W) MO
c Qualquer T N2 MO
Estadio v Qualquer T Qualquer N Ml

Fonte: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2004.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito de um probidtico na agressividade do tumor colorretal
induzido quimicamente em ratos.

Métodos: Vinte e cinco ratos machos Fisher 344, 250 g, recebendo ragao e agua ad
libitum, distribuidos aleatoriamente em 5 grupos (5 ratos/grupo): Gecontroles SEM
tratamento; Grumor, inducdo do tumor; Grumor+sFu, indugdo do tumor, aplicado 5-
Fluorouracil; Grymor+prob, iNdugdo do tumor, suplementado com probiético; Grymor+s-
Fu+Prob, INdugdo do tumor, aplicado 5-Fluorouracil, suplementado com probiético.
Para indugédo do tumor utilizou-se 20 mg/kg de 1,2-dimetilhidrazina, intraperitoneal
durante quatro semanas, intervalo 15 dias e repetido por 4 semanas. Iniciou-se apés
5 semanas da ultima dose do carcindgeno, o tratamento com 5-Fluorouracil (15
mg/kg, intraperitoneal/semana) e  probidtico  comercial  (1x10°  UFC,
diariamente/gavagem). Dados analisados pela Anélise de Variancia One Way e
médias comparadas pelo teste de Dunnett. Utilizado software estatistico GraphPad
Prism. As analises histopatoldgicas avaliadas pelo teste de propor¢ao Qui-quadrado.
Considerado erro tipo-I de 5% como estatisticamente significante.

Resultados: Comparados com 0 Grymor, © Grumor+prob (P<0,0373) € Grumor+5-Fu+Prob
(p<0,0003) exibiram efeito atenuante na agressividade do tumor colorretal
obervando reducdo na contagem de Focos de Criptas Aberrantes; e menor
porcentagem de lesbdes neoplasicas malignas no GTumor+Prob (40% de adenoma
tubular de baixo grau, 40% de carcinoma in situ, 20% de adenocarcinoma de baixo
grau) e GTumor+5-FU+Prob (40% de adenoma tubular de baixo grau e 60% de
carcinoma in situ).

Conclusao: Suplementacdo com probidtico tem potencial para diminuir a formagao
de criptas aberrantes e amenizar a progressdao da malignidade do tumor,
potencializando o efeito antitumoral da quimioterapia com 5-Fluorouracil nos
segmentos colicos.

Palavras-chave: Cancer Colorretal. Alimento Funcional. Quimioterapia. Focos de
Criptas Aberrantes. Microflora Intestinal.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the effect of a probiotic on the aggressiveness of a
chemically induced colorectal tumor in rats.

Methods: Twenty-five male Fisher 344 rats, 250 g, provided with feed and water ad
libitum, were randomly distributed into 5 groups (5 rats/group): Geontro, NO treatment;
Grumor, tumor induction; Grymor+sFu, tumor induction, 5-Fluorouracil applied:;
G rumor+Prob, induction of the tumor, supplemented with probiotic; Grymor+s-Fu+prop, tumor
induction, 5-Fluorouracil applied, supplemented with probiotic. For tumor induction 20
mg/kg of 1,2-dimethylhydrazine was applied intraperitoneally over 4 weeks, followed
by an interval of 15 days, and then repeated for a further 4 weeks. Five weeks after
the final dose of the carcinogen, treatment was initiated with 5-Fluorouracil (15
mg/kg, intraperitoneally/week) and a commercial probiotic (1x10° CFU, daily/gavage).
Data were analyzed by One Way Variance Analysis and means compared by
Dunnett’s test. GraphPad Prism statistical software was used. The histopathological
analyzes were evaluated by the chi-square test. A 5% type-| error was considered
statistically significant.

Results: Compared with the Grumor, the Grumor+prop (P<0.0373) and Grumor+s-Fu+Prob
(p<0.0003) demonstrated an attenuated effect on the aggressiveness of the
colorectal tumor, with a reduction in the count of Aberrant Crypt foci; and a lower
percentage of malignant neoplastic lesions in the Grumor+pron (40% low grade tubular
adenoma, 40% carcinoma in situ, 20% low grade adenocarcinoma) and Grymor+s-
Fu+prob (40% low grade tubular adenoma and 60% carcinoma in situ).

Conclusion: Probiotic supplementation has the potential to decrease the formation
of aberrant crypts and ameliorate tumor malignancy, enhancing the antitumor effect
of 5-Fluorouracil chemotherapy in colic segments.

Key-words: Colorectal cancer; Functional food; Chemotherapy; Aberrant Crypt Foci;

Intestinal Microbita.
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Introducgao

O cancer colorretal (CCR) é considerado como terceira causa de morte
no mundo [1], apresentando aumento em sua incidéncia de 60% até 2030, podendo
resultar em 1,1 milhdes de mortes [2].

Os fatores de risco incluem histéria familiar, sindromes genéticas,
doencas inflamatdrias, medicamentos [3], excesso de peso corporal, baixo nivel de
atividade fisica, alimentagao [3,4], bebida alcodlica e tabagismo [4]. Esses fatores
alteram a microbiota intestinal favorecendo o crescimento de agentes patogénicos
[5-8], os quais colonizam o ambiente e provocam uma resposta inflamatéria local.
Em casos crbnicos, ativam componentes cancerigenos produzindo compostos
mutagénicos [3,4,9] pela proliferacéo celular, apoptose e autofagia, causando falha
no controle da renovacgao e reparacao normal da mucosa [10].

No processo evolutivo do cancer colorretal, é possivel notar anomalias
nas criptas de Lieberkihn [6], as quais apresentam tamanho aumentado, células
hipercromaticas, espessamento epitelial, maior espago peri-criptico, nucleos
alongados e estratificados e deplegao de mucina, sendo denominadas como Focos
de Criptas Aberrantes (FCA) [11]. FCA sao importantes biomarcadores no
diagnostico do CCR, pois s&o as primeiras lesbes pré-cancerosas que aparecem
durante a carcinogénese [7], envolvidos na sequéncia adenoma-carcinoma [8].

Um dos tratamentos realizados para o cancer colorretal é a
quimioterapia [12] e o 5-Fluorouracil (5-FU) é o antineoplasico amplamente utilizado,
responsavel por causar grande impacto na divisao das células tumorais [13], porém,
devido aos diversos efeitos colaterais torna-se necessario interromper o tratamento
por um periodo, perdurando por mais tempo do que o previsto [14].

Aliado ao tratamento convencional, a suplementacdo com probidticos
pode ser considerada uma ferramenta para a manutencdo e restauracdo da
microbiota intestinal. Estudos tém demonstrado beneficios na restauracdo da
homeostase [15,16], reduzindo a populacdo de bactérias associadas as doencas
coloénicas [17], inibindo enzimas pro-carcinogénicas ou estimulando o sistema
imunologico do hospedeiro [18]. Sua agdo também promove a redugédo de efeitos
colaterais causados pelo tratamento antineoplasico como diarreia, mucosites [19],
dor neuropatica [20,21], dentre outros.

E provavel que a agdo dos probidticos possa minimizar o

desenvolvimento e a progressdo do cancer colorretal pela imunomodulagéo,
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modificando a composigao e a atividade metabdlica da microbiota intestinal; ligagao
e degradagcdo de componentes carcinogénicos no lumen intestinal; produgédo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e acido linoleico conjugado (CLA), os quais
possuem atividade anti-carcinogénica; inibicao da proliferacéo celular e indugao da
apoptose em células cancerigenas [22-24]. Estudos com probidticos também
demonstraram serem capazes de diminuir o numero e o tamanho de criptas
aberrantes em modelos experimentais com cancer de colon induzidos [1,25-27],
mesmo que ainda nao esteja totalmente esclarecido como isto ocorre.

Considerando os aspectos apresentados, o objetivo principal desse
estudo foi avaliar o efeito de um probidtico comercial contendo Lactobacillus
acidophilus NCFME Lactobacillus paracasei Lpc 37™, Bifidobacterium lactis BR-
04™, Bifidobacterium lactis Bi-07™ e Bifidobacterium bifidum Bb-02™, na

agressividade do tumor colorretal em ratos, induzido quimicamente.

Métodos

O experimento seguiu os principios éticos em pesquisa animal com
aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) / UNICAMP (protocolo
numero 4431-1) e UNOESTE (protocolo numero 3052), seguindo os critérios do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal - CONCEA (2013) [28] e
em conformidade com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (2011)
[29].

Desenho experimental

Foram utilizados 25 ratos machos da linhagem Fisher F344, com 8
semanas de idade, peso corporal médio de 250,0 g. Todos foram alimentados com
racdo comercial (Nuvilab®, Nuvital, Colombo, PR, Brasil) e agua filtrada ad libitum,
mantidos em temperatura ambiente de 22 + 2 °C, umidade relativa do ar de 55 +
10%, ciclo de claro e escuro de 12/12 horas e exaustdo continua do ar. Apos sete
dias de adaptagdo as condicoes experimentais, distribuiu-se os ratos
randomicamente em cinco grupos experimentais (n=5 animais por grupo): Gcontrole,
sem indugcao e tratamento; Grymor, cOm indugdao do tumor colorretal; Grumor+s-Fu,
indugdo do tumor colorretal e aplicagdo do quimioterapico; Grumor+prop, iNdugdo do

tumor colorretal e suplementagdo com probiético; Grymor+s-Fu+prop, iINdUgao do tumor
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colorretal, aplicagdo do quimioterapico e suplementado simultaneamente com
probidtico.

Para indugdo da carcinogénese colorretal, foi utilizado o agente
quimico 1,2-dimetilhidrazina (DMH, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) preparado
imediatamente antes do uso. Foram solubilizados 20 mg do carcindgeno em 1 mL
solugdo de NaCl 0,9% com 1,5% de EDTA e pH ajustado para 6,5 com solugéo de
NaOH 1N quando necessario [30] e aplicados duas doses semanais, em dias
alternados [31], por via intraperitoneal, durante quatro semanas consecutivas. Deu-
se um intervalo de 15 dias e as aplicagcbes de DMH foram repetidas por mais 4
semanas.

Ap0és cinco semanas da ultima administracado do DMH, iniciaram-se as
administracdes de probidtico e quimioterapia por 10 semanas consecutivas.

O protocolo da quimioterapia foi adaptado de Bose, Elyagoby, Wong
(2014) [32], aplicando-se uma dose semanal de 15 mg/kg de 5-FU de peso corporal
(Fauldfluor®, Libbs), por via intraperitoneal.

O probidtico utilizado no experimento foi o 20 bi® (Eurofarma, Brasil),
cuja capsula de 435 mg é composta por 2x10' UFC de microorganismos
probidticos: Lactobacillus acidophilus (NCFM®), Lactobacillus paracasei (Lpc 37TM),
Bifidobacterium lactis (BR-04TM), Bifidobacterium lactis (Bi-07TM) e Bifidobacterium
bifidum (Bb-02TM), estabilizante celulose microcristalina e antiumectante dioxido de
silicio, o qual foi diluido em soro fisiolégico para atingir a quantidade de 1x10°
Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) e administrados diariamente por gavagem,
durante 10 semanas consecutivas [33].

Eutanasia e colheita do cdlon dos ratos

Os ratos foram mortos na 16® semana apdés a ultima aplicagdo de DMH
com intoxicag&o por barbiturico aplicando a dose de 100 mg de thiopental sédico/Kg
de peso corporal [28] e apds a comprovacao por auséncia de batimentos cardiacos,

foi realizada a laparotomia.

Detecgéao de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)
Logo apés a morte, o cdélon dos ratos foi ressecado, aberto
longitudinalmente, lavado com solugéo fisiolégica e estendido em papel tipo “craft’,

para avaliagdo macroscopica da presenca de alteragdes na superficie da mucosa.
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Posteriormente, o colon foi subdividido em trés segmentos com tamanhos iguais,
denominados segmentos proximal, médio e distal em relacdo ao ceco, que foram
fixados em placas de parafina, por alfinetes, na parte superior da placa com a
mucosa voltada para cima, fixados em solugdo de formalina 10% por 24 horas,
seguido por lavagem com etanol a 70% para remogao do fixador e imergidos em
solucédo de azul de metileno a 0,2% durante 10 minutos, seguido de lavagem em
soro fisiolégico para retirada de excesso do corante [34].

Imediatamente, apdés a coloragédo dos segmentos do cdélon, foram
observados e contados os focos de criptas aberrantes (FCA) com uso da
microscopia Optica (Leica DM 2500M, acoplado com camera Leica DFC 295,
Munique, Alemanha) com magnitude de 100x. Para diferencia-los de pdélipos
colonicos, estabeleceu-se caracteristicas descritas na literatura como didametro
maior que a mucosa circundante, revestimento epitelial mais espesso, lumen
dilatado ou uma aparéncia ligeiramente aumentada, apresentando uma altura menor

do que 2 mm [35].

Analise Histopatoldgica

O tecido colico de cada animal foi submetido a lavagens sequenciais
em
etanol 70% para retirada do corante azul de metileno. Apés completa remogao do
corante, os tecidos foram processados em lavagens sequenciais de alcoois para
desidratacdo, seguidos de lavagens em xilol por duas horas para serem
diafanizados e por fim foram inclusos em polimero plastico (Paraplast Plus® Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Os materiais foram seccionados em micrétomo
(Microtome CUT5062 SLEE MAINZ, Munique, Alemanha) com espessura de 5
microbmetros (um) e corados com hematoxilina e eosina (HE), para avaliagao
histopatoldgica.

A leitura das laminas foi realizada com fotomicroscopio 6ptico (Leica
DM 2500M com camera Leica DFC 295 acoplada), em magnitudes de 100x e 400x

para identificacdo das lesdes neoplasicas.

Anélise estatistica
Os dados apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk,
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assim, foram analisados pela Anadlise de Varidncia One Way e as médias
comparadas pelo teste de Dunnett utilizando o software estatistico GraphPad Prism.
Em todas as anadlises considerou-se a significAncia de 5%. As andlises
histopatolégicas foram avaliadas através do teste de propor¢ao Qui-quadrado. Para

essas analises, erro tipol de 5% foi considerado estatisticamente significante.
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Resultados

O Gecontrole foi utilizado como padrao normal para comparacao de Criptas
de Lieberkun, composto por inumeras criptas de Lieberkin, ndo apresentando FCA
no tecido colico dos ratos (Figura 1 e Figura 2a, 2b, 2c) e diferindo
significativamente dos demais grupos, os quais passaram pelo mesmo periodo de
maturacao do processo tumoral e apresentaram lesdes, indicando que o protocolo
utilizado foi capaz de desenvolver FCA.

A contagem de FCA nos seguimentos proximal, médio e distal foi
maior em Grymor (39) quando comparados com Grymor + prob (32) (p < 0,0033), Grumor +
sru (30) (p < 0,0373) e Grumor+s-Fu+Prob (23) (p < 0,0003), como demonstrado na
Figura 1.
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Figura 1- Contagem de Focos de Criptas Aberrantes (FCA).
*p<0,0373. **p<0,0033, ***p<0,0003 Anova
one way seguida de teste de Dunnet

A figura 2 ilustra os FCA detectados nas partes proximal, médio e
distal do colon dos ratos do Grumor, Grumor+5-Fu € GTumor+Prob € Nas partes medio e

distal em Grymor+s-Fu+pProb, identificados através de suas caracteristicas peculiares
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como células com maior intensidade de coloragdo, tamanho aumentado,

espessamento epitelial, apresentando borda alargada [35].

Seguimentos do colon
I | |

proximal medio distal

flt.'um ol

T Twmar

C

G'Tllmur- RERT!

':J'I':rmnri Prob

Gl'umur- S-Fu+Prob

Figura 2- Focos de Criptas Aberrantes (FCA). Apés laparotomia, o célon dos ratos foi fixado em formalina
tamponada por 24 horas e, em sequéncia, corados com azul de metileno 0,2%. Os segmentos colicos proximal,
médio e distal, de cada grupo esta representado na figura acima. Em a, b, ¢ observa-se o segmento proximal,
médio e distal, respectivamente, dos animais sadios. Em d, e, f observa-se o segmento proximal, médio e distal
dos animais induzidos com DMH e néo tratados. Em g, h, i observa-se o segmento proximal, médio e distal,
respectivamente, dos animais induzidos com DMH e tratados com 5-FU. Em j, k, | observa-se o segmento
proximal, médio e dista, respectivamente, dos animais induzidos com DMH e tratados com probiético. Em m, n, o
observa-se 0s animais induzidos com DMH e tratados com 5-FU e Probiético. Magnitude 100x.
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A histopatologia dos tecidos colicos é ilustrada pela Figura 3 e o
Gcontrole
foi utilizado como padrdo normal para comparagao dos tecidos histoldgicos,
apresentando padrao histolégico normal para comparagdo dos demais grupos
experimentais, com auséncia de neoplasia, em que se nota a camada submucosa,
composta por tecido conjuntivo fibroelastico e a camada muscular composta por
fibras musculares circulares e longitudinais (Figuras 3A e 3B).

No Grumor € poOssivel notar a interrupgao da muscular da mucosa com
invasdo de células da camada mucosa na camada submucosa (seta),
caracterizando um adenocarcinoma de baixo grau (Figura 3C). Nota-se a presenca
de carcinoma in situ em lesao polipoide (Figura 3D, 3E), com presenca de células
atipicas (asterisco) e aumento da concentragdo de tecido conjuntivo nas criptas de
Lieberkun (asterisco).

No Grumor+5-Fu, € pOssivel observar (Figura 3F), projecéao polipoide em
sentido lumen do 6rgéo (asterisco) e (Figura 3G) aumento do volume celular na
camada mucosa e alta concentragdo de atipias celulares (seta), comprometendo a
arquitetura das criptas de Lieberkin, caracterizando focos de criptas atipicas
(ponto).

O Grumor+rrop € representado pelas figuras 3H, 3I, 3J. E possivel
observar
a presenca de lesdes intra-epiteliais com grande concentracdo de criptas de
Lieberkiin atipicas, evidenciando carcinoma in situ (seta) (Figura 3H). E ilustrado
(Figura 3l) a formagcdo de adenomas tubulares de baixo grau (asterisco), com
aumento da populacédo celular e aumento da frequéncia de atipias celulares (ponto)
(Figura 3J).

As figuras 3K, 3L, 3M representam 0 Grumor+s.Fu+pro. E poOssivel
observar (Figura 3K) a presenga de carcinoma in situ (seta). Observa-se (Figura 3L)
a formacao de adenoma tubular (asterisco) com aumento da frequéncia de criptas

aberrantes (Figura 3M).
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Figura 3- Avaliagdo histopatolégica do célon de ratos da linhagem Fisher 344. Em (A) e (B) é possivel observar o
tecido cdlico de ratos sadios. Nestes cortes nota-se a arquitetura tecidual com o tecido epitelial (M) composto por
inumeras criptas de Lieberkiin (c), a camada submucosa (SM) composta por tecido conjuntivo fibroelastico e a
camada muscular (Mu) composta por fibras musculares circulares e longitudinais. Grumor (C): interrupcdo da
camada muscular (mm) e células invasoras na camada submucosa (seta), caracterizando um adenocarcinoma
de baixo grau; (D,E): células atipicas (asterisco) variadas (pleiomorfismo) e aumento da concentracdo de tecido
conectivo nas criptas Lieberkiin (ponto), caracterizando o carcinoma in situ em uma les&o de polipo. Grumor+s-Fu
(F,G): proje¢édo de pdlipos em dire¢cdo ao lumen do 6rgéo (asterisco); O aumento do volume celular na mucosa e
1016 células altamente atipicas (seta) comprometeu a arquitetura das criptas Lieberkiin, caracterizando um
carcinoma in situ em uma lesdo de pdlipo (ponto). Grumor+rrob (H): lesbes intra-epiteliais e intimeras criptas
Lieberkiin atipicas, indicando a formagdo de um carcinoma in situ (seta); e (I,J) formagao de adenoma tubular de
baixo grau (asterisco), com maior populagdo celular e frequéncia de células atipicas (pontos). Grumor+prob+s-Fu (K):
Carcinoma in situ (seta); 1020 (L,M): adenoma tubular (asterisco) com aumento no numero de criptas aberrantes
(ponto). L&minas coradas com HE. Magnitude: ACDFIL, x100; BEGHJKM, x400.
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A frequéncia de distribuicdo das analises histopatolégicas esta
apresentada na Tabela 1. Os resultados demonstraram que a indugdo do CCR com
DMH foi efetiva e levou a ocorréncia de lesdes neoplasicas como adenocarcinoma
de baixo grau e carcinoma in situ em 60% e 40% dos animais do Grumor,
respectivamente. Os animais do Grumor+s-Fy @presentaram carcinoma in situ em
100% das lesbes. Os grupos que utilizaram probidtico apresentaram eficacia em
inibir a progressao tumoral, pois N0 Grymor+prob, @S lesdes eram 40% adenoma
tubular de baixo grau, 40% carcinoma in situ e 20% adenocarcinoma de baixo grau e
N0 Grumor+s-Fu+Probs 40% de adenoma tubular de baixo grau e 60% de carcinoma in

situ.

Tabela 1. Porcentagem de alteragdes histopatoldgicas.

Grupos
GControIe GTumor GTumor+5-Fu GTumor+Prob GTumor+5-
Histopatologia (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) Fu+Prob (N=9)
Normal 5(100%)* - - - -
Adenoma Tubuluar - - - 2(40%)* 2(40%)*
Carcinoma in situ - 2(40%) 5(100%)* 2(40%) 3(60%)*
Adent;)c_arcmoma de i 3(60%)* ) 1(20%) .
aixo grau

*Significancia estatistica p<0,0001 (teste propor¢do Qui-quadrado).

Discussao

O cancer colorretal possui caracteristica invasiva no epitélio glandular
do codlon e do reto que se inicia com uma lesdo precursora expansiva [36,37].

Atualmente ha uma grande busca por alternativas que auxiliam no
tratamento do cancer e os probiéticos vém ao longo do tempo, demonstrando mais
do que a possibilidade de modular a microbiota intestinal [21]. Por ser de uso
comprovadamente seguro, muitos estudos tém sido realizados com o intuito de
potencializar a acdo de quimioterapicos no combate ao cancer, bem como atenuar
efeitos colaterais que os tratamentos convencionais provocam [14], reforcando a
hipétese de que também podem ser capazes de minimizar o desenvolvimento e a

progressao do CCR, amenizando a agressividade do tumor.
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O epitélio intestinal possui rapida renovagdo e sua homeostase é
mantida pelo equilibrio entre a proliferacdo celular e a apoptose [34]. No processo
de formacado do CCR no presente trabalho, foi possivel observar por microscopia,
pequenos aglomerados de criptas de Lieberkihn anormais, apresentando tamanho
aumentado, espessamento epitelial, maior espaco peri-criptico, em tecidos cdlicos
de ratos expostos ao carcinogeno DMH. Essas criptas alteradas foram descritas
inicialmente por Bird (1987) [38], como sendo focos de criptas aberrantes, as quais,
posteriormente, foram relacionadas as lesdes pré-neoplasicas precoces, por serem
capazes de evoluir para adenoma precoce, adenoma avangado e finalmente, lesbes
neoplasicas malignas [39], sugerindo que a tradicional sequéncia adenoma-
carcinoma na progressao tumoral do intestino grosso, passasse a ser denominada
como FCAadenoma-carcinoma [34].

Todos os adenomas sao considerados displasicos e possuem dois
tipos
de classificagao, a displasia de baixo grau (<25% de histologia vilosa) e displasia de
alto grau (>25% de histologia vilosa) [40]. Os adenomas tubulares fazem parte da
classificagdo de adenomas convencionais, 0s quais sdo compostos por glandulas
displasicas apresentando criptas simples contendo menos de 25% de componente
viloso [41], podendo sofrer alteragdes e adquirindo caracteristicas malignas [42].

O carcinoma in situ, localiza-se na camada intraepitelial do célon e do
reto enquanto que o adenocarcinoma de baixo grau € definido pela invasdo da
camada muscular da mucosa, sem ultrapassa-la [41]. Ambos pertencem a categoria
de displasia de alto grau devido ao seu baixo potencial de metastase, possuindo
como protocolo de tratamento, a cirurgia com a retirada dos tumores e dos
linfonodos regionais [43]. Se néo detectados e tratados em tempo, podem
apresentar capacidade de proliferagdo (metastase) em linfonodos locais ou 6rgaos
distantes através de continuas alteragcdes genéticas, levando sua disseminagéo pela
mucosa, envolvendo a parede coldnica [42].

Apesar do mecanismo através do qual os probiéticos possam inibir o
desenvolvimento do CCR serem desconhecidos, supde-se que mediante a
modificagdo da composi¢cao e atividade metabdlica da microbiota intestinal, ocorra
ligacdo e degradacdo de compostos com potencial carcinogénico e produgédo de
compostos antitumorigenos ou antimutagénicos no célon, como acidos graxos de

cadeia curta (AGCC) e acido linoleico conjugado (CLA); os quais participam do
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processo de imunomodulagdo, melhora da integridade da barreira intestinal,
dificultando a proliferagdo celular e induzindo apoptose em células cancerigenas
[22,23].

Na literatura sdo encontradas inumeras pesquisas experimentais,
utilizando uma ou mais cepas probidticas, contendo diferentes dosagens, realizadas
para investigar o efeito dos probioticos na redugdo da agressividade de lesbes
précancerosas. Dentre esses estudos, Uccello et al. (2012) [18] constataram um
efeito positivo na modulagdo do sistema imune, com melhora da integridade da
mucosa intestinal, capaz ainda de inibir a proliferagao celular. Irecta-Najera et al.
(2017) [39] mostraram que a administragcado preventiva de Lactobacillus ATCC 393
na dose de 10° UFC, administrados 2 vezes por semana, pode retardar o
aparecimento de cancer de célon induzidos em ratos, pela redugado dos FCA. Chang
et al. (2012) [44] demonstraram que o consumo de Lactobacillus acidophilus
KFRI342 diminuiu a incidéncia de FCA em ratos com tumor de célon induzidos, na
dose de 2x10° UFC, administrados 3 vezes por semana. Verma e Shukla (2013)
[45], estudaram diferentes probidticos na dose de 10° UFC administrados
diariamente em ratos, compararam seus efeitos protetores contra a carcinogénese
do cdlon induzido quimicamente e concluiram que os probiéticos, Lactobacillus GG
e Lactobacillus acidophilus podem ser utilizados como os melhores agentes
profilaticos para a carcinogénese experimental do célon. Em outro estudo utilizando
probidticos, Asha e Devaraja Gayathri (2012) [30] induziram o CCR em ratos e os
alimentaram com ragao, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus plantarum, na
concentragdo de 2x10® UFC , isolados ou juntos com o quimioterapico Vincristina.
Como resultado, observaram que o probidtico Lactobacillus fermentum,
administrado com Vincristina, mostrou uma redugao mais efetiva no numero de
FCA.

Partindo do pressuposto de que diferentes cepas probidticas, em
dosagens distintas, sdo capazes de reduzir FCA, o presente estudo demonstrou o
efeito atenuante na agressividade do tumor colorretal, utilizando um mix de
probidticos (Lactobacillus acidophilus NCFM®, Lactobacillus paracasei Lpc 37™,
Bifidobacterium lactis BR-04™, Bifidobacterium lactis Bi-07™ e Bifidobacterium
bifidum Bb-02™) na dose diaria de 1x10° UFC. Esse efeito foi observado através da
reducdo, tanto na contagem de FCA, como no processo evolutivo do tumor

colorretal, apresentando uma menor porcentagem de lesdes neoplasicas malignas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ASHA%20%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22970015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ASHA%20%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22970015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GAYATHRI%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22970015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GAYATHRI%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22970015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GAYATHRI%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22970015
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nos grupos que utilizaram a suplementagéo com probiotico. Portanto, novos estudos
devem ser realizados nesta linha de pesquisa para melhores esclarecimentos dos
mecanismos de atuagao dos microrganismos probiéticos sobre a amenizagdo da
formacgao de criptas aberrantes e na progressao da malignidade do tumor colorretal,

bem como para comprovar a sua eficacia em seres humanos.

Conclusao
A suplementacdo com probidtico diminuiu o numero de focos de criptas
aberrantes, reduziu a progressdo da malignidade do tumor e potencializou o efeito

antitumoral da quimioterapia com 5-Fluorouracil nos segmentos colicos.
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ANEXO A - INSTRUCOES PARA AUTORES: SEMINA: CIENCIAS AGRARIAS

Normas editoriais para publicacio na Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

Os artigos poderido ser submetidos em portugués ou inglés, mas somente serdo publicados em
inglés. Os artigos submetidos em portugués, apos o aceite, deverdo ser obrigatoriamente traduzidos
para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até dezembro/2013 que estio em tramitacio poderdo ser
publicados em portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terdo prioridade na publicacao.
Todos os artigos, ap6s o aceite deverdo estar acompanhados (como documento suplementar) do
comprovante de tradugdo ou corre¢do de um dos seguintes tradutores:

American Journal Experts

Editage

Elsevier

http://www.proof-reading-service.com

http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp

http://www.stta.com.br/

O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatorio dessa corre¢do na pagina de
submissdao em “Docs. Sup.”

OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avalia¢do sdo inicialmente apreciados pelo Comité Editorial
da Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa analise, sdo avaliados os requisitos de qualidade para publicagdo
na revista, como: escopo; adequacdo as normas da revista; qualidade da redagdo; fundamentacdo
tedrica; atualizagdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; contribuicdo dos
resultados; discussdo dos dados observados; apresentagdo das tabelas e figuras; originalidade e
consisténcia das conclusdes. Se o numero de trabalhos com manuscrito ultrapassar a capacidade de
analise e de publicagdo da Semina: Ciéncias Agrarias, ¢ feita uma comparagdo entre as submissoes, €
sdo encaminhados para assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados com maior potencial de
contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico. Os trabalhos ndo aprovados nesses critérios
sdo arquivados e os demais sdo submetidos a andlise de pelo menos dois assessores cientificos,
especialistas da area técnica do artigo, sem a identificacdo do(s) autor(es). Os autores cujos artigos
forem arquivados, ndo terdo direito a devolugdo da taxa de submissdo.

2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo foi
executado obedecendo as normas técnicas de bioseguranca e ética sob a aprovagdo da comissdo de
ética envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de animais (nome da Comissdo,
Institui¢do e n° do Processo)._

NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores e respectiva afiliagao;
b) Ndo tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos metadados de
submissao; Exemplo: Nome completo; Instituigao/Afiliagao; Pais; Resumo da
Biografia/Titulagdo/func¢ao

¢) Nio tenha sido incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que aponte a
relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relagdo a trabalhos ja existentes), em até 10
linhas;

d) Nao estejam acompanhados de documento comprobatério da taxa de submissdo, em documento
suplementar “Docs. Sup.” no ato da submisséo;

e) Nao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: graficos, figuras, fotos e
outros, EM VERSAO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)

f) Ndo constem no artigo original: titulo, resumo ¢ palavras-chave em portugués e inglés, tabelas e
figuras.



http://www.journalexperts.com/en/translation
http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html
http://webshop.elsevier.com/languageservices/
http://www.proof-reading-service.com/
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp
http://www.stta.com.br/
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RESTRICAO POR AREA:

PARA A AREA DE AGRONOMIA NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) Os experimentos com cultura in vitro sejam limitados ao melhoramento dos protocolos ja
padronizados ou que nio fornegam novas informagdes na area;

b) Os experimentos de campo ndo incluam dados de pelo menos dois anos ou de varias localidades
dentro do mesmo ano;

¢) Os experimentos se refiram apenas a testes sobre a eficiéncia de produtos comerciais contra
agentes bidticos, abidticos ou estresses fisiologicos;

d) Envolvam apenas bioensaios (screening) de eficacia de métodos de controle de insetos, acaros ou
doencas de plantas, exceto se contiverem contribui¢do importante sobre mecanismos de acdo numa
perspectiva de fronteira do conhecimento;

e) O objetivo seja limitado a registrar a ocorréncia de espécies de pragas ou patdogenos ou associagdes
entre hospedeiros em novas localidades dentro de regides geograficas onde eles ja sejam conhecidos.
Registros de espécies ou associagdes conhecidas so serdo considerados em novas zonas ecologicas. Os
registros de distribuicdo devem se basear em ecossistemas, € ndao em fronteiras politicas.

PARA A AREA DE VETERINARIA

a) A publicagdo de relatos de casos ¢ restrita e somente serdo selecionados para tramitacio aqueles de
grande relevancia ou ineditismo, com real contribuicdo ao avango do conhecimento para a area
relacionada.

Categorias dos Trabalhos

a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas;

b) Comunicagdes cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 16
citagdes e no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

b) Relatos de casos: No maximo 10 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12 citagdes e
no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

¢) Artigos de revisdo: no maximo 25 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas.
Apresentaciio dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicacdes, relatos de casos e revisdes podem ser escritos em
portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com numeragdo de linhas por
pagina, espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, com margens esquerda e
direita de 2 c¢cm e superior ¢ inferior de 2 cm, respeitando-se o nimero de paginas, devidamente
numeradas no canto superior direito, de acordo com a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, grdficos e fotografias) e Tabelas serdao numeradas em algarismos arabicos e devem
ser incluidas no final do trabalho, imediatamente apds as referéncias bibliograficas, com suas
respectivas chamadas no texto. Alem disso, as figuras devem apresentar boa qualidade e deverao ser
anexadas nos seus formatos originais (JPEG, TIF, etc) em “Docs Supl.” na pagina de submissdo. Nao
serdo aceitas figuras e tabelas fora das seguintes especificacdes: Figuras e tabelas deverdo ser
apresentadas nas larguras de 8 ou 16 cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a
necessidade de dimensdes maiores, no processo de editoracdo havera reducdo para as referidas
dimensoes.

Observacio: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustragdo, o titulo deve figurar na parte
superior da mesma, seguida de seu numero de ordem de ocorréncia em algarismo arabico, ponto € o
respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatorio). Utilizar fonte menor
(Times New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.

Ex: Fonte: IBGE (2017), ou Source: IBGE (2017).

Preparacio dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organiza¢do dos topicos:
Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo seis palavras, em ordem
alfabética); Abstract com Key words (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Introducao;
Material e Métodos; Resultados e Discussdao com as conclusdes no final da discussdo ou Resultados;
Discussao e Conclusoes separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias
Bibliograficas. Os tdpicos devem ser destacados em negrito, sem numerag¢do, quando houver a
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necessidade de subitens dentro dos topicos, os mesmos devem ser destacados em italico e se houver
dentro do subitem mais divisdes, essas devem receber numeros arabicos. (Ex. Material e
Métodos... Areas de estudo...1. Area rural...2. Area urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com o mesmo contetudo, exceto na
forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato Reduzido.

A apresentacao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua traducdo para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de 200 e um
maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de sua tradugdo para
o inglés (4bstract e Key words).

3.Introducdo: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a introdugdo do tema e
suporte para a metodologia e discussao.

4.Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens, de
forma a permitir ao leitor a compreensdo e reproducdo da metodologia citada com auxilio ou ndo de
citagdes bibliograficas.

5. Resultados e Discussao: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de tabelas, graficos e
figuras, de modo a ndo deixar duvidas ao leitor, quanto a autenticidade dos resultados e pontos de
vistas discutidos.

6. Conclusodes: Devem ser claras e de acordo com os objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituigdes ¢ empresas que contribuiram na realizagdo do trabalho
deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliograficas.

Observacoes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito,
imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto pelo
seu numero de ordem em algarismos arabicos. Se as ilustracdes enviadas ja foram publicadas,
mencionar a fonte ¢ a permissdo para reprodugao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabegalho que permita compreender o significado
dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Cddigos Internacionais de cada
area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

¢) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha'. Nio inter-
relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espago simples entre as unidades, g L', e ndo g.L" ou gL

e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09h00, 18h30.

8. Citacoes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicagdo de acordo com os
seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2017) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (2017), o efeito do nitrogénio.....

¢) Beloti et al. (2017b) avaliaram a qualidade microbiolégica.....

d) [...] e inibir o teste de formacao de sincicio (BRUCK et al., 2017).

e) [...]Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 2017).

Citacdes com dois autores

CitagOes onde sd3o mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando estiverem citados
dentro dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2017).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenga, utilizar o ()

Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2017).

Citacoes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressdo et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto ¢ virgula quando houver mais de uma referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2017) ou Russo et al. (2017); (RUSSO et al., 2017; FELIX et al., 2017).
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Para citacées de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo ano, utilizar o
acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabeticamente apos a data e sem espacejamento.

Ex: (SILVA, 2017a, 2017D).

As citacoes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em anos diferentes,
separar as datas por virgula.

Ex: (ANDRADE, 2015, 2016, 2017).

Para citagdes indiretas de varios documentos de diversos autores, mencionados simultancamente,
devem figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.

Ex: (BACARAT, 2017; RODRIGUES, 2017).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e reformulagdo
numero 14.724 de 2011 da ABNT, deverao ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. Todos
os autores participantes dos trabalhos deverao ser relacionados, independentemente do niimero
de participantes. A exatiddo e adequacdo das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e
mencionados no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e afirmagdes sdo da inteira
responsabilidade dos autores.

Observacido: Consultar os ultimos fasciculos publicados para mais detalhes de como fazer as
referéncias do artigo.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato de caso e Revisdo) deverdo seguir
as mesmas normas acima citadas, porém, com as seguintes orientagdes adicionais para cada caso:
Comunicacio cientifica

Uma forma concisa, mas com descri¢do completa de uma pesquisa pontual ou em andamento (nota
prévia), com documentagdo bibliografica ¢ metodologias completas, como um artigo cientifico
regular. Devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave;
Abstract com Key words; Corpo do trabalho sem divisdo de topicos, porém seguindo a sequéncia -
introdugdo, metodologia, resultados e discussdo (podem ser incluidas tabelas e figuras), conclusao e
referéncias bibliograficas.

Relato de caso

Descrigdo sucinta de casos clinicos e patologicos, resultados inéditos, descricao de novas espécies e
estudos de ocorréncia ou incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas de interesse agronémico,
zootécnico ou veterindrio. Deverd conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo
com Palavras-chave; Abstract com Key words; Introdugdo com revisdo da literatura; Relato do (s)
caso (s), incluindo resultados, discussdo e conclusdo; Referéncias Bibliograficas.

Artigo de revisao bibliografica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O niimero de artigos de revisdo por
fasciculo ¢ limitado e os autores somente poderdo apresentar artigos de interesse da revista mediante
convite de membro(s) do comité editorial da Revista. No caso de envio espontdneo do autor (es), ¢
necessaria a inclusdo de resultados relevantes proprios ou do grupo envolvido no artigo, com
referéncias bibliograficas, demonstrando experiéncia e conhecimento sobre o tema.

O artigo de revisdo devera conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e inglés); Resumo com
Palavras-chave; Abstract com Key words; Desenvolvimento do tema proposto (com subdivisdes em
topicos ou ndo); Conclusoes ou Consideragdes Finais; Agradecimentos (se for o caso) e Referéncias
Bibliograficas.

Outras informacgdes importantes

1. A publicacdo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica "Ad hoc" e da
aprovacgdo do Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

2. Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis no
endereco eletronico da revista (http://www.uel.br/revistas/uel).

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos de
publicacdo do referido artigo para a revista. A reproducdo de artigos somente ¢ permitida com a
citagdo da fonte e ¢é proibido o uso comercial das informagoes.

5. As questdes e problemas nao previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité Editorial da
area para a qual foi submetido o artigo para publicacao.

6. Numero de autores: Nao ha limitagdo para nimero de autores, mas deverdo fazer parte como co-
autores aquelas pessoas que efetivamente participaram do trabalho. Pessoas que tiveram uma pequena




51

participagdo no artigo deverdo ser citadas no topico de Agradecimentos, bem como instituicdes que
concederam bolsas e recursos financeiros.

Condicoes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores devem verificar a conformidade da submissdao em
relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissoes que ndo estiverem de acordo com as normas
serdo rejeitadas e aos autores informados da deciséo.

1. Os autores devem informar que a contribuicdo ¢ original e inédita, ¢ ndo esta sendo avaliada
para publicagdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentérios ao
Editor".

2. Devem informar ainda que o material estd corretamente formatado e que os Documentos
Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE que a formatacio incorreta importara
na SUSPENSAO do processo de avaliacio SEM AVALIACAO DE MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no campo
Metadados durante o processo de submissio.

Utilize o botao "incluir autor"

1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, apds salvar os dados de submissdao em portugués, clicar em "editar metadados" no
topo da pagina - alterar o idioma para o inglé€s e inserir: titulo em inglés, abstract e key words. Salvar e
ir para o passo seguinte.

1. A identificacdo de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da opc¢do Propriedades
no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliacdo
por pares (ex.: artigos), conforme instrugdes disponiveis em Assegurando a Avaliacdo Cega
por Pares.

2. Os arquivos para submissao devem estar em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF
(desde que ndo ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas numeradas, espago 1,5; fonte Time New roman de
tamanho 11;

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com seres Vvivos,
estando de posse dos documentos comprobatérios de aprovagdo pela comissdo de ética
envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de animais caso sejam solicitados.

2. [Efetuar o pagamento da Taxa de Submissio de artigos e anexar o comprovante como
documento suplementar “Docs. Sup.”

Declaracao de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em virtude da
aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribui¢des proprias,
em aplicagdes educacionais e ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteragcdes de ordem normativa, ortografica e
gramatical, com vistas a manter o padrao culto da lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no
entanto, o estilo de escrever dos autores.

Alteragdes, corregdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando
necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos

prestados por esta publicagao, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.


javascript:openHelp('http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/help/view/editorial/topic/000044')
javascript:openHelp('http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/help/view/editorial/topic/000044')
http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/about/submissions#authorGuidelines
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ANEXO B - INSTRUGOES PARA AUTORES: NUTRITION - JOURNAL -
ELSEVIER

NUTRITION

= The International Journal of Applied and Basic Nutritional Sciences

GUIDE FOR AUTHORS

Your Paper Your Way We now differentiate between the requirements for new and
revised submissions. You may choose to submit your manuscript as a single Word or
PDF file to be used in the refereeing process. Only when your paper is at the revision
stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct format' for acceptance
and provide the items required for the publication of your article. To find out more,
please visit the Preparation section below. INTRODUCTION Nutrition provides an
international forum for professionals interested in the applied and basic biomedical
nutritional sciences, and publishes papers both of clinical interest and of scientific
import. Investigators are encouraged to submit papers in the disciplines of
nutritionally related biochemistry, genetics, immunology, metabolism, molecular and
cell biology, neurobiology, physiology, and pharmacology. Papers on nutrition-related
plant or animal sciences which are not of direct relevance to man, whereas
occasionally of interest are not the main focus of the Journal. Nutrition publishes a
wide range of articles, which includes original investigations, review articles, rapid
communications, research letters, case reports and special category manuscripts.
Manuscripts must be prepared in accordance with the "Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" developed by the International
Committee of Medical Journal Editors (N Engl J Med 1991;324:424-428). All
submissions are peer reviewed.

Original Investigation (3000-5000 words including tables, figures and references)
Original investigations are considered full-length applied (human) or basic (bench
work) research reports. They cover topics relevant to clinical and basic studies
relevant to man in the following areas nutritionally related biochemistry, genetics,
immunology, metabolism, molecular and cell biology, neurobiology, physiology, and
pharmacology. Studies in adult and pediatric populations are welcome. The work
presented in the manuscript must be original; studies confirming previous
observations will be considered. Other considerations of a paper's publishability are
its importance to the science, the soundness of the experimental design, the validity
of methods, the appropriateness of the conclusions and the quality of presentation.
Rapid Communication (1000-3000 words including tables, figures and references)
Papers representing concise and original studies of scientific importance are
considered. In the cover letter the author should justify the request for Rapid
Communication. The review process is 10 days, authors are allowed one revision if
accepted, and the final version of the paper appears in the next available issue of the
journal.

Research Letter (up to 1000 words, including up to 10 references and 1 figure or
table) A Research Letter contains new data or a clinical observation, in a format that
allows for rapid publication.
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Review Article (up to 5000 words including tables, figures and references) In-depth,
comprehensive state of the art reviews on a nutritional topic are welcomed. Reviews
may be invited by the Editor or may be unsolicited viewpoints.

Case Report (up to 2500 words including tables figures, and references) Case
Reports include case studies of 4 or fewer patients that describe a novel situation or
add important insights into mechanisms, diagnosis or treatment of a disease.

Editorial (up to 1000 words including tables, figures and references) Editorials
express opinions on current topics of interest, or provide comments on papers
published in Nutrition or other journals. Editorials are generally solicited by one of the
Editors.

Correspondence (Letter to the Editor) (1000 words including tables, figures and
references) Opinion pieces concerning papers published in Nutrition are particularly
welcomed and all submissions are subject to editing. Letters commenting on past-
published papers are sent to the corresponding author for a response. Letters are
selected for their relevance and originality; not all letters submitted can be published.

Meeting Proceedings (up to 2500 words including tables, figures and references)
Reports of meeting proceedings are synopses of scientific meetings of interest to
Nutrition's audience. Authors should e-mail the Editor to solicit potential interest 8
weeks prior to conference.

Collections of abstracts representing the proceedings of organizational meetings are
not subjected to customary peer review. It is the view of the Editorial Board that it is
of service to the nutrition community to present such material as promptly as
possible. Hypothesis (up to 3000 words including tables, figures and references)
Novel insights into a significant questions or clinical issues are welcome, and will be
peer reviewed. As the definition of ahypothesisa suggests, articles of this type should
be, although they lack direct experimental evidence, closely tied to empirical data
and lead to testable predictions.

Special Article (up to 5000 words including tables, figures and references)
Associated with a particular special event, invitation or announcement; for example,
the annual John M. Kinney Awards papers. SUBMISSION_CHECKLIST Ensure that
the following information and files have been included. One author has been
designated as the corresponding author with contact details: E-mail address Full
postal address

Manuscript: Word doc or similar required. PDF is not suitable for review and
production. Include keywords. Has been spell-checked and grammar checked. Has
been edited by professional, preferably native-English-speaking editor.

Tables: Include titles, description, footnotes. Create tables in the document rather
than inserting image files, so that changes can be made.

Figures: High quality and good resolution. Provide separate image files as well as in-
manuscript. Include relevant captions. Indicate clearly if color should be used for any
figures in print. Ensure all figure and table citations in the text match the files
provided.

If applicable include as separate files: Graphical abstracts Highlights (3-5, document
file) Supplemental files

References: All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and
vice versa. Make sure reference style is consistent throughout.

Further considerations: Permission has been obtained for use of copyrighted material
from other sources (including the Internet). Relevant declarations of interest have
been made. Journal policies detailed in this guide have been reviewed. Referee
suggestions and contact details provided, based on journal requirements. BEFORE
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YOU BEGIN Ethics in publishing Please see our information pages on Ethics in
publishing and Ethical guidelines for journal publication. CONDITIONS OF
PUBLICATION — ETHICAL AND LEGAL CONSIDERATIONS All material submitted
to Nutrition, for any section of the journal, is considered for publication on the
understanding that authors (including all coauthors) agree to Nutrition's publication
policies as stated in this section of the Guidelines to Authors.

In the event of non-compliance with these conditions of publication, including issues
that surface after a contribution is published, Nutrition's rights include: sending a
notice of failure to comply to authors' employers and funding agencies; and/or
informing readers via a published correction/retraction; the latter is linked to the
original contribution via electronic indexing and becomes part of the formal published
record.

Research/publication misconduct is a serious breach of ethics. Such misconduct
includes:

i) Redundant or duplicate publication by same author(s), ii) Publication in another
source by the same author(s) without acknowledgement or permission from the
publisher, or iii) Plagiarism or self-plagiarism (publication of material without
acknowledging original author source). iv) Fabrication of data, not substantiable via
review of research records.

Should such publications occur, editorial action would be taken. In certain cases,
secondary publication is justifiable and even beneficial; however, such circumstances
should be prospectively discussed with and agreed upon by the Editor-In-Chief.
Nutrition will not accept a submission of work previously reported in large part in a
published article (duplicate) or that is contained in another paper submitted or
accepted for publication in Nutrition or elsewhere. Declaration of interest All authors
must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of
potential competing interests include employment, consultancies, stock ownership,
honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or
other funding. Authors must disclose any interests in two places: 1. A summary
declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the
manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then please state
this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will be ultimately
published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate
Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It is
important for potential interests to be declared in both places and that the information
matches. More information. Submission declaration and verification Submission of an
article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under
consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors
and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out,
and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English
or in any other language, including electronically without the written consent of the
copyrightholder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service Crossref Similarity Check. Preprints Please note that preprints can
be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy. Sharing your
preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information). Authorship Corresponding
Author: One author is designated the corresponding author (not necessarily the
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senior author) who will be approached to clarify any issues, such as those pertaining
to materials and methods, or technical comments. If Nutrition receives feedback from
its readers concerning the published paper,the corresponding author will be
contacted. It is this author's responsibility to inform all coauthors of such matters to
ensure they are dealt with promptly.

The corresponding author must affirm in the cover letter at the time of submission
that:

1. None of the material in the manuscript is included in another manuscript, has been
published previously, or is currently under consideration for publication elsewhere.
This includes symposia proceedings, transactions, books, articles published by
invitation, and preliminary publications of any kind except an abstract of less than
250 words. If there is any question concerning potential overlap, the related material
must be included for evaluation.

2. Ethical guidelines were followed by the investigator in performing studies on
humans or animals and should be described in the paper. The approval of the
institutional review board of either animal or human ethics committee must be cited in
the Methods.

3. Each author must have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for the content of the paper and must approve of the final version of the
manuscript. Authorship should be based on substantive contributions to each of the
following: conception and design of the study; generation, collection, assembly,
analysis and/or interpretation of data; and drafting or revision of the manuscript;
approval of the final version of the manuscript. Authors are required to include a
statement in the Acknowledgements to specify the actual contribution of each
coauthor under the above headings.

4. If requested, the authors will provide the data or will cooperate fully in obtaining
and providing the data on which the manuscript is based for examination by the
editors or their assignees Changes to Authorship This policy concerns the addition,
deletion, or rearrangement of author names in the authorship of accepted
manuscripts:

Changes to author names after acceptance are strongly discouraged and can be
accepted only in compelling circumstances.

Before the accepted manuscript is published in an online issue Requests to add or
remove an author, or to rearrange the author names, must be sent to the Journal
Manager from the corresponding author of the accepted manuscript and must
include: (a) the reason the name should be added or removed, or the author names
rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal
of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.
Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the
Journal Manager to the corresponding author, who must follow the procedure as
described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of
any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue
is suspended until authorship has been agreed. After the accepted manuscript is
published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange author names
in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum. Reporting clinical trials Randomized controlled trials
should be presented according to the CONSORT guidelines. At manuscript
submission, authors must provide the CONSORT checklist accompanied by a flow
diagram that illustrates the progress of patients through the trial, including
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recruitment, enroliment, randomization, withdrawal and completion, and a detailed
description of the randomization procedure. The CONSORT checklist and template
flow diagram are available online. Copyright Upon acceptance of an article, authors
will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see more information on
this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the
manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online
version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations. If excerpts from other copyrighted
works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use
by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked
to complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third
party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice of user
license.

Author rights As an author you (or your employer or institution) have certain rights to
reuse your work. More information. Elsevier supports responsible sharing Find out
how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source You are requested to identify who provided financial
support for the conduct of the research and/or preparation of the article and to briefly
describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis
and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit
the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this
should be stated. Funding body agreements and policies Elsevier has established a
number of agreements with funding bodies which allow authors to comply with their
funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the
gold open access publication fee. Details of existing agreements are available online.
After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial
license. For authors requiring a commercial CC BY license, you can apply after your
manuscript is accepted for publication. Open access This journal offers authors a
choice in publishing their research:

Subscription + Articles are made available to subscribers as well as developing
countries and patient groups through our universal access programs. * No open
access publication fee payable by authors. « The Author is entitled to post the
accepted manuscript in their institution's repository and make this public after an
embargo period (known as green Open Access). The published journal article cannot
be shared publicly, for example on ResearchGate or Academia.edu, to ensure the
sustainability of peerreviewed research in journal publications. The embargo period
for this journal can be found below. Gold open access * Articles are freely available to
both subscribers and the wider public with permitted reuse. « A gold open access
publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same
peer review criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following
Creative Commons user licenses: Creative Commons Attribution-NonCommercial-
NoDerivs (CC BY-NC-ND) For non-commercial purposes, lets others distribute and
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copy the article, and to include in a collective work (such as an anthology), as long as
they credit the author(s) and provided they do not alter or modify the article. The gold
open access publication fee for this journal is USD 2500, excluding taxes. Learn
more about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.
Green open access Authors can share their research in a variety of different ways
and Elsevier has a number of green open access options available. We recommend
authors see our green open access page for further information. Authors can also
self-archive their manuscripts immediately and enable public access from their
institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes
suggested during submission, peer review and in editor-author communications.
Embargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed
for journals to deliver value to subscribing customers before an article becomes
freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the date
the article is formally published online in its final and fully citable form. Find out more.
This journal has an embargo period of 12 months. Elsevier Researcher Academy
Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-
career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at
Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable
guides and resources to guide you through the process of writing for research and
going through peer review. Feel free to use these free resources to improve your
submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services) Please write your text in good English
(American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who feel
their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to
use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.
Submission Our online submission system guides you stepwise through the process
of entering your article details and uploading your files. The system converts your
article files to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.qg.,
Word, LaTeX) are required to typeset your article for final publication. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail. Submit your article All new manuscripts must be submitted
through Nutrition's online submission and review Web site
https://www.evise.com/profile/#/NUT/login Referees Please submit the names and
institutional e-mail addresses of several potential referees. For more details, visit our
Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used. PREPARATION NEW SUBMISSIONS Submission to
this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a
single PDF file, which is used in the peer-review process. As part of the Your Paper
Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be
used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any
format or layout that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should
contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still
provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that
individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately. Authors please
note: We please ask you to use line numbering throughout the manuscript text, to
facilitate clear and rapid peer review References There are no strict requirements on
reference formatting at submission. References can be in any style or format as long
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as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title,
chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style
used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof
stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to
correct. Formatting requirements There are no strict formatting requirements but all
manuscripts must contain the essential elements needed to convey your manuscript,
for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results,
Conclusions, Artwork and Tables with Captions. If your article includes any Videos
and/or other Supplementary material, this should be included in your initial
submission for peer review purposes. Divide the article into clearly defined sections.
Figures and tables embedded in text Please ensure the figures and the tables
included in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather
than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should be placed
directly below the figure or table. Peer review This journal operates a double blind
review process. All contributions will be initially assessed by the editor for suitability
for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of two
independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor
is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The
Editor's decision is final. More information on types of peer review.
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Double-blind review This journal uses double-blind review, which means the
identities of the authors are concealed from the reviewers, and vice versa. More
information is available on our website. To facilitate this, please include the following
separately: Title page (with author details): This should include the title, authors'
names, affiliations, acknowledgements and any Declaration of Interest statement,
and a complete address for the corresponding author including an e-mail address.
Blinded manuscript (no author details): The main body of the paper (including the
references, figures, tables and any acknowledgements) should not include any
identifying information, such as the authors' names or affiliations. REVISED
SUBMISSIONS Use of word processing software Regardless of the file format of the
original submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire
article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will
be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the
Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork. To
avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
'‘grammar-check’ functions of your word processor. Article structure Subdivision -
unnumbered sections Divide your article into clearly defined sections. Each
subsection is given a brief heading. Each heading should appear on its own separate
line. Subsections should be used as much as possible when crossreferencing text:
refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'. Introduction State
the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results. Material and methods Provide sufficient
details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If
quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also
cite the source. Any modifications to existing methods should also be described.
Theory/calculation A Theory section should extend, not repeat, the background to the
article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In
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contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical
basis. Results Results should be clear and concise. Discussion This should explore
the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of
published literature. Conclusions The main conclusions of the study may be
presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a
subsection of a Discussion or Results and Discussion section. Appendices If there is
more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2),
etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc. This should include 1) title of paper (use no abbreviations,
limit: 120 characters with spaces), 2) running head of fewer than 55 characters with
spaces, 3) full names of all authors with highest academic degree(s); 4) affiliations of
all authors; 4) role of each author in the work (see Authorship); 5) a word count for
the entire manuscript (including figures and tables), and the number of figures and
tables, 4) the complete mailing address (including telephone, fax, and e-mail address
of the corresponding author for e-mailing of proofs and reprint requests).

Abstracts should be no more than 250 words. The structured abstract for an original
investigation should be organized as follows:

Objective: The abstract should begin with a clear statement of the precise objective
or question addressed in the paper. If a hypothesis was tested, it should be stated.
Research Methods & Procedures: The basic design of the study and its duration
should be described. The methods used should be stated, the statistical
data/methods provided and referenced.

Results: The main results of the study should be given in narrative form.
Measurements or other information that may require explanation should be defined.
Levels of statistical significance should be indicated, including other factors crucial to
the outcome of the study.

Conclusion(s): State only conclusions that are directly supported by the evidence and
the implications of the findings. Graphical abstract Although a graphical abstract is
optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The
graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size:
Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a
regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site. Authors can
make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best presentation of their
images and in accordance with all technical requirements. Highlights Highlights are
mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and
include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet
point). You can view example Highlights on our information site. Keywords 5—7 key
words or phrases should be provided which should be selected from the body of the
text and not duplicate title words. Abbreviations Define abbreviations that are not
standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such
abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
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throughout the article. Acknowledgments Collate acknowledgements in a separate
section at the end of the article before the references and do not, therefore, include
them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help,
writing assistance or proof reading the article, etc.). Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaal.

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors. Units Follow internationally accepted rules and
conventions: use the international system of units (Sl). If other units are mentioned,
please give their equivalent in SI. Math formulae Please submit math equations as
editable text and not as images. Present simple formulae in line with normal text
where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional
terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are
often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that
have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).
Footnotes Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively
throughout the article. Many word processors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in
the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article.
Artwork Electronic artwork General points « Make sure you use uniform lettering and
sizing of your original artwork.  Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New
Roman (or Times), Symbol, Courier. « Number the illustrations according to their
sequence in the text. = Use a logical naming convention for your artwork files.
Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image. « For Word
submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage. * Please note that individual figure files larger than 10
MB must be provided in separate source files. A detailed guide on electronic artwork
is available. You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here. Formats Regardless of the application used, when your
electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the images to one of the
following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the
font or save the text as 'graphics'. TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs
(halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line
drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations bitmapped
line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required. Please do not: ¢
Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low. « Supply files that are too low in resolution. « Submit graphics
that are disproportionately large for the content. Color artwork Please make sure that
artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS
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Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your
preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork. lllustration services Elsevier's WebShop offers lllustration
Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality
of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce
scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators take your
image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the website to
find out more.
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Figure captions Ensure that each illustration has a caption. A caption should
comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration.
Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and
abbreviations used. Tables Please submit tables as editable text and not as images.
Tables can be placed either next to the relevant text in the article, or on separate
page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in
the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in
table cells. References Citation in text Please ensure that every reference cited in the
text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the
abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are
not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference
style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in
press' implies that the item has been accepted for publication. Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press
and full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOl is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the
format of such citations should be in the same style as all other references in the
paper. Web references As a minimum, the full URL should be given and the date
when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author
names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web
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references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different
heading if desired, or can be included in the reference list. Data references This
journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.
References in a special issue Please ensure that the words 'this issue' are added to
any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same
Special Issue. Reference management software Most Elsevier journals have their
reference template available in many of the most popular reference management
software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this
journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in
this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information
on how to remove field codes. Users of Mendeley Desktop can easily install the
reference  style for this journal by clickihg the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/nutrition When preparing your
manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plugins for
Microsoft Word or LibreOffice. Reference formatting There are no strict requirements
on reference formatting at submission. References can be in any style or format as
long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and
the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference
style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to
correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged
according to the following examples: Reference style Text: Indicate references by
number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can be referred
to, but the reference number(s) must always be given. List: Number the references
(numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the text.
Examples: Reference to a journal publication: [1] Van der Geer J, Hanraads JAJ,
Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun 2010;163:51-9.
Reference to a book: [2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New
York: Longman; 2000. Reference to a chapter in an edited book: [3] Mettam GR,
Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p.
281-304. Reference to a website: [4] Cancer Research UK. Cancer statistics reports
for the UK, http://www.cancerresearchuk.org/

aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/;, 2003 [accessed 13 March 2003].
Reference to a dataset: [dataset] [5] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T.
Mortality data for Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions,
Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1. Note shortened
form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by 'et al.'" For further details you are referred to 'Uniform
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Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc
1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted References). Journal
abbreviations source Journal names should be abbreviated according to the List of
Title Word Abbreviations. Video Elsevier accepts video material and animation
sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have video
or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to
include links to these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the
body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so
that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in
total. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please
supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will
personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our
video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the
print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print
version for the portions of the article that refer to this content.
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AudioSlides The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation
with their published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are
shown next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity
to summarize their research in their own words and to help readers understand what
the paper is about. More information and examples are available. Authors of this
journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper. Data visualization Include interactive
data visualizations in your publication and let your readers interact and engage more
closely with your research. Follow the instructions here to find out about available
data visualization options and how to include them with your article. Supplementary
material Supplementary material such as applications, images and sound clips, can
be published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such
online). Please submit your material together with the article and supply a concise,
descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version. Research data This journal encourages and enables you to share
data that supports your research publication where appropriate, and enables you to
interlink the data with your published articles. Research data refers to the results of
observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials
related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite
the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References"
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section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the
research data page. Data linking If you have made your research data available in a
data repository, you can link your article directly to the dataset. Elsevier collaborates
with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant
repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better
understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). Mendeley Data This journal supports
Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. Before
submitting your article, you can deposit the relevant datasets to Mendeley Data.
Please include the DOI of the deposited dataset(s) in your main manuscript file. The
datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article
online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief You have the option of converting any or all parts of your supplementary
or additional raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that
houses and describes your data. Data articles ensure that your data is actively
reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon
publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your
research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to
Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access
data journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 500 USD is payable for
publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website.
Please use this template to write your Data in Brief. Data statement To foster
transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your
data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to
indicate why during the submission process, for example by stating that the research
data is confidential. The statement will appear with your published article on
ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page. AFTER
ACCEPTANCE Online proof correction Corresponding authors will receive an e-mail
with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs
online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can
also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-
based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to
directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors. If
preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version.
All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately. Please use this proof only for
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checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that
all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility. Offprints The corresponding author will, at
no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free access to the final
published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media.
For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which
is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-
authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding
authors who have published their article gold open access do not receive a Share
Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link. AUTHOR INQUIRIES
Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch. You can also
check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.
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