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RESUMO

Alimentos funcionais atenuam efeitos toxicos cronicos do tabagismo passivo
em parametros fisiolégicos, nutricionais e histopatolégicos do pulmao de
ratos: um estudo aleatorizado e controlado

O tabagismo passivo € uma das principais causas de doencgas evitaveis. Alimentos
funcionais tém sido sugeridos como uma abordagem alternativa para prevenir efeitos
deletérios de inumeras doengas cronicas. O objetivo foi avaliar os efeitos da
suplementacdo de probidtico, prebidtico e simbidtico suplementados na dieta de
ratos na fase crescimento expostos cronicamente a fumaga de cigarro, através de
parametros nutricionais, fisioldgicos e histopatolégicos do pulm&o. Noventa e seis
ratos machos foram aleatoriamente agrupados em oito grupos (n=12): Controle;
Controle Tabagista; Probiodtico; Probidtico Tabagista; Prebidtico; Prebidtico
Tabagista; Simbidtico; Simbidtico Tabagista. O experimento durou 189 dias, sendo 5
dias de adaptacédo e 184 dias experimental a estratégia de manejo e exposi¢ao a
fumaca do cigarro ou ventilagédo forgada de ar. Aos 210 dias de idade, os ratos foram
anestesiados, pesados, sacrificados, colhidos e pesados os pulmdes e fixados em
formalina tamponada e corados com hematoxilina e eosina. Os resultados dos
parametros nutricionais e fisioldégicos foram submetidos ao teste one-way ANOVA,
com contrastes pelo método de Tukey e os histopatoldgicos, escores, ao teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido das comparagbes multiplas de Student-
Newman-Keuls a 5% de significancia. O grupo controle tabagista diferiu
significativamente (P<0,05) dos demais grupos em todos os parametros analisados:
ganho de peso e peso final, consumo de agua e dieta, peso relativo pulmonar e
alteragdes histopatolégicas: inflamagé&o perivascular; inflamagdo peribronquial,
inflamagcdo parenquimal, congestdo vascular intraparenquimatosa, trombose
vascular intraparenquimatosa, proliferacéo epitelial respiratéria, agregagao nodular,
destruicdo alveolar, alteragdes enfisematosas, macréfagos alveolares, depésito
intersticial contendo macrofagos e espessura da parede vascular. A suplementagao
dos alimentos funcionais atenuou os efeitos deletérios da exposicdo crbénica da
fumaca do cigarro observados em todos os parametros analisados. Nossos
resultados demonstraram que a exposi¢ado cronica a fumaga do cigarro causou
sérios danos aos parametros nutricionais, fisioldgicos e histopatolégicos pulmonar
nos ratos em fase de crescimento. A suplementacdo dos alimentos funcionais foi
benéfica e atenuou os efeitos deletérios do tabagismo passivo em ratos, como
modelo experimental.

Palavras-chave: Prebidticos. Probidticos. Simbidticos.



ABSTRACT

Functional foods attack chronic toxic effects of passive tobacco in
physiological, nutritional and histopathological parameters of rat lung: a
randomized and controlled study

Passive smoking is one of the leading causes of preventable diseases. Functional
foods have been suggested as an alternative approach to prevent deleterious effects
of numerous chronic diseases. The aim of this study was to evaluate the effects of
probiotic, prebiotic and symbiotic supplementation in the diet of chronically exposed
rats on cigarette smoke, through nutritional, physiological and histopathological
parameters of lung tissue. Ninety-six male rats were randomly grouped into eight
groups (n = 12): Control; Smoking Control; Probiotic; Probiotic Smoking; Prebiotic;
Prebiotic Tobacco; Symbiotic; Smoking symbiote. The experiment lasted 189 days,
with 5 days of adaptation and 184 days experimental to the strategy of handling and
exposure to cigarette smoke or forced air ventilation. At 210 days of age, rats were
anesthetized, weighed, sacrificed, harvested and weighed lungs and fixed in buffered
formalin and stained with hematoxylin and eosin. The results of the nutritional and
physiological parameters were submitted to the one-way ANOVA test, with Tukey
method contrasts and histopathological scores, non-parametric Kruskal-Wallis test,
followed by multiple Student-Newman-Keuls comparisons at 5% of significance. The
smoking control group differed significantly (P <0.05) from the other groups in all
analyzed parameters: weight gain and final weight, water and diet consumption,
relative lung and histopathological weight: perivascular inflammation; peripronchial
inflammation, parenchymal inflammation, intraparenchymal vascular congestion,
intraparenchymal vascular thrombosis, respiratory epithelial proliferation, nodular
aggregation, alveolar destruction, emphysematous changes, alveolar macrophages,
interstitial deposit containing macrophages and vascular wall thickness.
Supplementation of functional foods attenuated the deleterious effects of chronic
exposure to cigarette smoke observed in all parameters analyzed. Our results
demonstrated that chronic exposure to cigarette smoke caused serious damage to
the nutritional, physiological and histopathological parameters of the lungs in the
growing phase. Functional food supplementation was beneficial and attenuated the
deleterious effects of passive smoking in rats as an experimental model.

Keywords: Prebiotics. Probiotics. Symbiotics.
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1 ARTIGO

Alimentos funcionais atenuam efeitos toxicos cronicos do tabagismo passivo em parametros
fisiologicos, nutricionais e histopatolégicos do pulmao de ratos:

um estudo aleatorizado e controlado

Ricardo Augusto Silva'; Larissa Elvira Pauka Santana”; Leticia Rocha Magalhdes *; Marcos Natal Rufino';

Heliard Caetano Rodrigues'; Osimar Sanches®; Hermann Bremer-Neto'

1 Departamento de Ciéncias Funcionais, Faculdade de Medicina; Universidade do Oeste Paulista —
UNOESTE, Presidente Prudente — SP, Brasil

2 Graduando da Medicina, Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE, Presidente Prudente — SP, Brasil

3 Departamento de Patologia, Universidade Santo Amaro — UNISA, Sao Paulo — SP, Brasil

Resumo

O tabagismo passivo ¢ uma importante causa de aumento de mortalidade e morbidade nos paises
desenvolvidos e a prevaléncia também esta aumentando no mundo em desenvolvimento. Alimentos
funcionais, probidtico, prebidtico e simbidtico t€ém sido sugeridos como uma abordagem alternativa para
aliviar ou prevenir os efeitos deletérios de inimeras doengas cronicas. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da suplementacdo de probidtico, prebidtico e simbidtico suplementados na dieta de ratos
expostos cronicamente a fumaca de cigarro, através de parametros nutricionais, fisiologicos e
histopatolégicos do pulmio. Noventa e seis ratos machos foram aleatoriamente agrupados em oito grupos
(n=12): Controle (C); Controle Tabagista (CS); Probidtico (Pro); Probidtico Tabagista (ProS); Prebiotico
(Pre); Prebidtico Tabagista (PreS); Simbidtico (Sym); Simbiotico Tabagista (SymS). Aos 210 dias de idade,
os ratos foram anestesiados, pesados, sacrificados, coletados ¢ pesados os pulmodes e fixados em formalina
tamponada e corados com hematoxilina ¢ eosina. Os resultados dos parametros nutricionais e fisioldgicos
foram submetidos ao teste one-way ANOVA, com contrastes pelo método de Tukey e os histopatologicos, ao
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido das comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls a
5% de significancia. O grupo S diferiu significativamente (P<0,05) dos demais grupos em todos os
parametros analisados: ganho de peso e peso final, consumo de agua e dieta, peso relativo dos pulmoes e
histopatologicos: inflamacao perivascular; inflamacdo peribronquial, inflamagdo parenquimal, congestdo
vascular intraparenquimatosa, trombose vascular intraparenquimatosa, proliferacdo epitelial respiratodria,
agregacdo nodular, destruicdo alveolar, alteracdes enfisematosas, macrofagos alveolares, deposito intersticial
contendo macrdéfagos e espessura da parede vascular. Os resultados demonstraram que a exposi¢do cronica a
fumaga do cigarro causou sérios danos aos pardmetros nutricionais, fisioldgicos e histopatologicos dos
pulmdes nos ratos em fase de crescimento.

Palavras chave: cigarro, toxicidade, probidtico, prebidtico e simbidticos.
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Abstract

Passive smoking is an important cause of increased mortality and morbidity in developed countries and
prevalence is also increasing in the developing world. Functional, probiotic, prebiotic and symbiotic foods
have been suggested as an alternative approach to alleviate or prevent the deleterious effects of numerous
chronic diseases. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of probiotic, prebiotic and
symbiotic supplementation in the diet of chronically exposed rats to cigarette smoke, through nutritional,
physiological and histopathological parameters of lung tissue. Ninety-six male rats were randomly grouped
into eight groups (n = 12): Control (C), fed basal diet (DB); Control Tobacco (S), DB + exposed to cigarette
smoke (S); Probiotic (Pro), DB + Probiotic (Pro); Probiotic Smoker (ProS), DB + Pro + S; Prebiotic (Pre),
DB + prebiotic; Prebiotic Tobacco (PreS) DB + Pre + S; Symbiotic (Sym), DB, Pro + Pre; The experiment
lasted 189 days, with 5 days of adaptation and 184 days of experimentation in the management strategy and
exposure to cigarette smoke (adaptation: 10 minutes / day and experimental: 1 hour / day) or forced air
ventilation (placebo). At 210 days of age, rats were anesthetized, weighed, killed, harvested and weighed
lungs and fixed in buffered formalin and stained with hematoxylin and eosin. The results of the nutritional
and physiological parameters were submitted to the one-way ANOVA test, with Tukey method contrasts and
histopathological scores, non-parametric Kruskal-Wallis test, followed by multiple Student-Newman-Keuls
comparisons at 5% of significance. Group S differed significantly (P <0.05) from the other groups in all
analyzed parameters: weight gain and final weight, water and diet consumption, relative lung and
histopathological ~weight: perivascular inflammation; peripronchial inflammation, parenchymal
inflammation, intraparenchymal vascular congestion, intraparenchymal vascular thrombosis, respiratory
epithelial proliferation, nodular aggregation, alveolar destruction, emphysematous alterations, alveolar
macrophages (n), interstitial deposit containing macrophages and vascular wall thickness. Supplementation
of functional foods attenuated the deleterious effects of chronic exposure to cigarette smoke observed in all
parameters analyzed. Our results demonstrated that chronic exposure to cigarette smoke caused serious
damage to the nutritional, physiological and histopathological parameters of the lungs in the growing phase.
Functional food supplementation was beneficial and attenuated the deleterious effects of passive smoking in
rats as an experimental model.

Keywords: cigarette, toxicity, probiotic, prebiotic, and symbiotic.
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Introducio

O tabagismo ¢ uma preocupagdo global devido ao impacto na satide publica e uma das principais
causas de mortes evitaveis (WHO, 2014, 2018). Estima-se em US $ 422 bilhdes o custo global anual dos
servigos de saude associados ao tabagismo, equivalente a US$ 56,34 por pessoa. Isso representa 5,7% do
gasto total em salde no mundo (UNITED STATES NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2016). A
exposicdo a fumaca do cigarro (tabagismo passivo) causa grandes maleficios a saide aumentando o risco de
adquirir doengas respiratérias e cardiovasculares cronicas (WHO, 2015).

A fumaca do cigarro contém mais de 4000 compostos quimicos prejudiciais, dos quais 200 sdo muito
toxicos. Esses compostos sdo responsaveis pelo recrutamento de agentes e células inflamatorias e pela
formacdo de oxidantes, induzindo estresse oxidativo e a oxidagdo de proteinas e grupos tiol (BARREIRO et
al., 2010; WIECZFINSKA et al., 2018). Metais toxicos como aluminio, cadmio, cromo, cobre, chumbo,
mercurio, niquel e zinco sdo encontrados no tabaco, papel de cigarro, filtros e fumaca de cigarro e alteram a
homeostase de metais no corpo humano, desempenhando um papel crucial na génese de varias doengas
(BERNHARD; ROSSMANN; WICK, 2005; NAIR et al., 2013; SMITH; LIVINGSTON; DOOLITTLE,
1997).

Microrganismos classificados como probidticos tém sido sugeridos como uma abordagem alternativa
para aliviar ou prevenir os efeitos deletérios dos metais pesados, pois demonstraram efeitos benéficos em
estudos pré-clinicos e laboratoriais quando isolados ou em associacdo, em quantidade e frequéncia
apropriada (MISHRA et al., 2012; MONACHESE; BURTON; REID, 2012; YOUNAN et al., 2016, 2018),
devido a sua atividade antioxidante (SINGH; GUPTA; GUPTA, 2007), sequestrante de radicais livres
(GETOFF, 2007) e atenuador dos efeitos toxicos da contaminagdo de metais (SUN; BROCATO; COSTA,
2015).

Prebiodticos suplementados na dieta demonstraram efeito benéfico na satide do hospedeiro através de
diferentes mecanismos, incluindo o crescimento seletivo de bactérias nativas da microbiota intestinal,
principalmente Lactobacillus e Bifidobacterium, aumento da produgdo local de acidos graxos de cadeia curta
(SCFA), notavelmente acetato, butirato e propionato, inibigdo de citocinas pré-inflamatdrias, modulagdo do
metabolismo lipidico, aumento da capacidade de absor¢do do calcio e melhora do sistema imunolégico
(MORAES; COLLA, 2006; RUFINO et al., 2018; VAN LOO et al., 2005). O efeito dos simbidticos esta
associado a combinacdo individual de probidtico e prebidtico (DE VRESE; SCHREZENMEIR, 2008).

Nao ha estudos na literatura utilizando o prebidtico, mananoligossacarideo, ou essa associagao de
microrganismos probioticos (Lactobacillus  acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium
thermophilum e Bifidobacterium longum) isoladamente ou associados (simbidtico) em ratos expostos
cronicamente a fumaca de cigarro e avaliados através de parametros fisioldgicos, nutricionais e
histopatologicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementagdo de alimentos
funcionais, probidtico, prebidtico e simbiotico, suplementados na dieta de ratos expostos cronicamente a
fumaga de cigarro, através de parametros nutricionais, fisioldgicos e histopatologicos do tecido pulmonar.

Material e métodos
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Animais e cuidados com os animais

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

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

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

O estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos da Declaragdo Universal dos
Direitos Animais da Organiza¢do das Nacdes Unidas para a Educagdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO). O
protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Estudos em Animais da instalagio de teste antes

do inicio do experimento, sob o protocolo n°® 3620.

Limha do Tempo

[ morie dos animais |
<zi>
L 4
Idade das | E
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Figura 1: Representacéo grafica da linha do tempo: Grupos: A= Grupos ndo expostos a fumaga do cigarro; B = Grupos
expostos a fumaca do cigarro. Tratamentos: C: dieta basal; Pro: dieta basal suplementada com 2 g de probioticos
[Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum and Bifidobacterium longum (2-5
10° UFC cada)]; Pre: dieta basal suplementada com 1g de mananoligossacarideo (fragdo activa, a-1,3 e a-1,6 derivada
de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de o-mananos, derivados de cepa de levedura Saccharomyces
cerevisiae )]; Sym: dieta basal suplementada com 2 g Probidticos ¢ 1 g Prebidtico; CS: dieta basal + protocolo
tabagismo passivo; ProS: dieta basal suplementada com 2 g probidtico + protocolo tabagismo passivo; PreS: dieta basal
suplementada com 1g prebidtico + tabagismo passivo; e SymS: dieta basal suplementada com 2 g probidtico + 1 g
prebidtico + protocolo tabagismo passivo.
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Desenho do estudo

Os animais foram aleatoriamente agrupados por meio de uma tabela de sequéncias geradas pelo
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016) e distribuidos em oito grupos experimentais (n=12),
os quais foram alimentados com: Controle (C), dieta basal; Probiotico (Pro), dieta basal suplementada com
20 g Kg' de uma associagio de microrganismos probidticos [Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus
faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2—5 10° UFC cada) (Brazilian Enterprise
to Increase Livestock Productivity — Embraupec, Paranavai — PR, Brasil)]; Prebiotico (Pre), dieta basal
suplementada com 10 g Kg™' de prebidtico [mananoligossacarideo (MOS), composto da fragdo activa a-1,3 e
a-1,6, apresentando 30% de o-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiael,
Simbidtico (Sym), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma associagdo de microrganismos
probidticos e 10 g Kg' de prebidtico; Controle Tabagista (CS), dieta basal e submetidos ao protocolo de
exposi¢do a fumagca de cigarro; Probidtico Tabagista (ProS), dieta bas al suplementada com 20 g Kg™' de uma
associacdo de microrganismos probidticos e submetidos ao protocolo de exposicdo a fumaca do cigarro;
Prebidtico Tabagista (PreS), dieta suplementada com 10 g Kg' de prebidtico e submetidos ao protocolo de
exposi¢do a fumaga do cigarro; e Simbidtico (SymS), dieta basal suplementada com 20 g Kg' de uma
associacdo de microrganismos probioticos e 10 g Kg' de prebidtico e submetidos ao protocolo de exposi¢io

a fumaca do cigarro.

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

Dieta basal e experimentais

Ingredientes (g) Basal Prob Pre Sym
Farelo de milho 82.95 82.95 82.95 82.95
Oleo de Soja 7.00 7.00 7.00 7.00
L-Cisteina 0.30 0.30 0.30 0.30
Celulose 5.00 3.00 4.00 2.00
Cloreto de Sodio 0.25 0.25 0.25 0.25
Vitamina mix* 1.00 1.00 1.00 1.00
Mineral mix** 3.50 3.50 3.50 3.50
Probidtico®** 0.00 2.00 0.00 2.00
Prebiotico**** 0.00 0.000 1.00 1.00
Total 100.00 100.00 100.00 100.00

* Vitamina mix/Kg: Acido nicotinico, 30 mg; Pantotenato, 15 mg; Piridoxina, 6 mg; Tiamina, 5 mg; Riboflavina, 6 mg;
Acido folico, 2 mg; Biotina, 0,2 mg; Vitamina B12, 25 mg; Vitamina E, 75UI; Vitamina A, 4000 UI; Vitamina D3,
1000 UI; Vitamina K, 900 mg; Colina, 1000 mg. ** Mineral mix mg/Kg: Calcio, 5000; Fosforo, 1,561; Potassio, 3600;
Enxofre, 300; Sodio, 1019; Cloro, 1,574; Magnésio, 507; Ferro, 35; Zinco, 30; Manganés, 10; Cobre, 6; Iodo, 0,2;
Molibdénio, 0,15; Selénio, 0,15. *** Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e
Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada). **** Mananoligossacarideo (MOS), composto da fragdo activa a-1,3 ¢ a-
1,6, apresentando 30% de a-mananos e derivado de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Cigarro e geragdo da fumaga

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

conforme descritos por Tsuji et al. (2013).

Caracterizagdo da atmosfera de exposi¢do a fumaga

As concentragoes de material particulado total imido (WTPM) e mondxido de carbono (CO) foram
monitoradas via monitor de aerossol em tempo real (RAM; Microdust, Pro; Casella, Amherst, NH, EUA) e
monitor de CO (TxiPro® - BioSystems Diagnostics Pvt. Ltd., EUA), respectivamente. O coeficiente de
variagdo (% CV) da concentracao de exposicao (WTPM) estava dentro de = 10% por andlise gravimétrica
usando filtro de fibra de vidro Cambridge 47 mm (Performance Systematix Inc., Grand Rapids, MI, EUA).
As concentragdes reais médias de exposicdo foram calculadas a partir da massa coletada nos filtros e o
volume total de ar extraido pelos filtros (TSUJI et al., 2013).

A temperatura e a umidade da atmosfera de exposicdo foram medidas diariamente a partir de uma

porta de exposicao animal representativa para cada grupo de exposicao (Vaisala Inc., Woburn, MA, EUA).

Protocolo e periodo de exposicdo ao tabagismo passivo

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

Os ratos foram observados duas vezes por dia antes e depois da exposi¢do para mortalidade e
morbidade ao longo de cada teste. O peso corporal individual foi medido antes da exposi¢do (todos os

grupos), semanalmente e no dia da eutanasia.
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Necropsia e histopatologia

Aos 210 dias de idade, todos os ratos foram anestesiados (Thiopentax, Cristalia - Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira, S0 Paulo, Brasil) ¢ apds serem sacrificados por exsanguinagdo foi feita
abertura ampla da caixa toracica e os pulmdes foram retirados, pesados e fixados em 10% de formalina
tamponada neutra (NBF). O pulmio foi perfundido com 10% de NBF a 25 cm de pressdo hidrostatica apos
ser pesado (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005).

Apds 48 horas de fixacdo, os pulmdes foram seccionados em fragmentos menores, lavados em agua
corrente, e processados conforme a técnica para inclusdo em parafina. Em seguida foi obtido cortes com
espessura de 4-5 pum, os quais foram corados com Hematoxilina e Eosina (HXE) conforme Dogan et al.
(2011). e as imagens foram obtidas com o auxilio de camera digital de definicdo, modelo Leica ICC50
(Leica Microsystems, Inglaterra), acopladas em um microscopio Leica DM 750 (Leica, Microsystems,
Inglaterra).

As imagens microscopicas foram avaliadas por dois patologistas através de estudo cego a natureza das
laminas, que classificaram os achados em escores, conforme o protocolo adaptado de Gokakin et al. (2013).
Avaliaram-se os seguintes parametros: inflamagdo perivascular; inflamagdo peribronquial; inflamacdo
parenquimal; congestdo vascular; trombose vascular intraparenquimatosa; prolifera¢do epitelial respiratoria;
agregacdo nodular; destruicao alveolar; alteracdes enfisematosas; macrofagos alveolares; deposito intersticial
contendo macrofagos; e espessura da parede vascular. A pontuacdo dada variou de Ausente (0), Leve (1),
Moderada (2) a Intensa (3) em cada critério. Um escore médio para cada uma das varidveis foi entdo
calculado. Um escore histopatologico total (maximo 36) foi derivado da soma dos escores médios das 12
variaveis (Tabela 2). Todas as amostras foram analisadas e revisadas para obter pontuagdo correta e valor
médio de cada grupo e os resultados foram utilizados para analise estatistica. Os escores, grau da inflamacao

e destruicdo alveolar foram pontuados para cada grupo (Tabela 2).

Parametros fisiologicos e nutricionais
Foram avaliados para cada animal testado: peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso diario (g/dia),
ingestdo relativa de racdo diaria (g/100 g PC/ dia), média da ingestdo de agua diaria (mL/100 g PC/ dia) e

peso relativo do pulmao (%).

Analise Estatistica

Os parametros nutricionais ¢ fisiologicos sdo apresentados como média + desvio padrdo. Para
determinar se os grupos experimentais diferiam entre eles, utilizou-se o teste one-way ANOVA, com
contrastes pelo método de Tukey.

Os dados histopatologicos em escores, foram submetidos a analise da normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk e ndo apresentou normalidade, e, portanto, optou-se pelo uso do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido das comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls. Todos os testes estatisticos
foram realizados com 5% de significancia. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo programa

Statistical Package for the Social Sciences for Windows (SPSS version 15.0, Chicago, IL., USA).
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Tabela 2. Parametros histopatologicos analisados

Lesao patologica Valores

98]

Inflamagao perivascular

Inflamag@o peribronquial

Inflamag@o parenquimal

Congestao vascular intraparenquimatosa
Trombose vascular intraparenquimatosa
Proliferacdo epitelial respiratoria
Agregacdo nodular

Destrui¢do alveolar

Alteragdes enfisematosas

Macrofagos alveolares

Deposito intersticial contendo macréfagos

W W W W W W W W W W w

Espessura da parede vascular
Total 36

* Escores: 0: auséncia; 1 - alteracdo leve (1 a 3 campos); 2 - alteragdo moderada (4 a 6 campos); e 3 -

alteragdo acentuada (> 6 campos).

Resultados

A atmosfera de exposicdo a fumaca do cigarro foi bem controlada durante o estudo. Ndo houve
remo¢do ndo programada devido a morte prematura ou condi¢do moribunda apds exposicdo crOnica a
fumaga do cigarro ou a ventilagdo do ar. Imediatamente apos a exposic¢do, os animais do grupo CS exibiram
atividade locomotora diminuida, marcha ataxica, respiracdo irregular, nausea ¢ ruido nasal detalhar mais.
Esses sinais desapareceram até o proximo periodo de exposi¢do. Os grupos suplementados com alimentos
funcionais e expostos a fumaca do cigarro, ProS, PreS e SymS, apresentaram uma discreta respiracdo
irregular e ruido nasal. Os ratos expostos a fumaga do cigarro ganharam menos peso € pesaram
significativamente menos (P<0,05) do que o controle exposto a ventilagdo for¢cada. Os resultados dos grupos
suplementados com alimentos funcionais e expostos a fumaga do cigarro revelaram maior ganho de peso e

peso corporeo final em relag@o ao grupo CS (Tabela 3 e Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Parametros fisiologicos de ratos machos na fase de crescimento alimentados com dietas

incorporadas com probiotico, prebiotico e simbidtico e expostos cronicamente a fumaca do cigarro. Os

valores sdo expressos como médias = SD (n=12). Letras maitsculas indicam diferenca estatistica na linha

entre os tratamentos. Anova one way, seguida de teste de Tukey (P<0,05).

Os grupos Pro e Pre apresentaram uma diminui¢do do peso corporal em relacdo aos grupos C e Sym.

Em rela¢do a média dos pesos corporais do grupo C, os ratos do grupo Pro, Pre ¢ Sym revelaram perda de

aproximadamente 2-5% e os grupos fumantes, CS, ProS, PreS e SymS, apresentaram perda de 5-11%. A

maior média da reducdo de peso, 11%, foi observada no grupo CS.

Parametros Nutricionais e Fisioldgicos

B Ganho de peso (g/dia) EConsumo de ragdo (g/dia) O Consumo de dgua (mL/dia) E Peso relativo pulmao (g/100 g)
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Figura 3. Efeito do tabagismo passivo cronico nos parametros nutricionais e fisiologicos de ratos na fase de

crescimento alimentados com dietas suplementadas com probidtico, prebidtico e simbidtico. Os valores sdo
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expressos como médias = SD (n=12). Letras maitsculas indicam diferenca estatistica na linha entre os

tratamentos. Anova one way, seguida de teste de Tukey (P<0,05).

A média do consumo da dieta e agua foi reduzida em todos os grupos expostos a fumaga de cigarro, no
entanto essa diferenga ndo foi significativa (P>0,05) nos grupos suplementados com alimentos funcionais,
quando comparados com a média do grupo controle. Os grupos suplementados com alimentos funcionais e
submetidos a ventilagdo com ar ndo diferiram do grupo controle (P>0,05). A média do peso relativo dos
pulmdes (g/100g) foi significativamente maior (P<0,05) do grupo CS em relagdo aos demais grupos expostos
ou ndo a fumaca do cigarro. Os grupos suplementados com os alimentos funcionais ¢ expostos a fumaga
diferiram (P<0,05) dos grupos expostos a ventilacdo do ar e suplementados ou ndo com alimentos funcionais

(Figura 3).

Inflamagao
25 O Inflamagdo perivascular Inflamagdo peribronquial
cCc
2 —
{ [
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1 B
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Figura 4. Efeito do tabagismo passivo cronico do processo inflamatério dos pulmdes de ratos na fase de
crescimento alimentados com dietas suplementadas com probidtico, prebidtico e simbidtico. Os valores sdo
expressos como médias + SD (n=12). Letras maiusculas indicam diferenga estatistica na linha entre os

tratamentos. Anova one way, seguida de teste de Tukey (P<0,05).

O grupo CS (exposto a fumaga do tabaco) diferiu (P<0,05) do C (exposto a ventilagdo do ar) em todos
os parametros histopatologicos analisados: inflamagdo perivascular; inflamagdo peribronquial; inflamacao
parenquimal; congestdo vascular intraparenquimatosa; trombose vascular intraparenquimatosa; proliferagdo
epitelial respiratoria; agregacdo nodular; destruicdo alveolar; alteragdes enfisematosas; macréfagos

alveolares (n); deposito intersticial contendo macrofagos; e espessura da parede vascular (Tabela 4).
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Caracteristicas Vasculares

Congestdo vascular intraparenquimatosa ElTrombose vascular intraparenquimatosa [IEspessura da parede vascular

Figura 5. Efeito do tabagismo passivo cronico nas alteragdes vasculares de ratos na fase de crescimento
alimentados com dietas suplementadas com probidtico, prebidtico e simbidtico. Os valores sdo expressos
como médias = SD (n=12). Letras maitsculas indicam diferenga estatistica na linha entre os tratamentos.

Anova one way, seguida de teste de Tukey (P<0,05).

Alteragoes Morfoldgicas

Proliferagdo epitelial respiratéria ElAgregacdao nodular [ Destruigdo alveolar ElAlteraces enfisematosas

CCCé

C Pro Pre Sym cs

Figura 6. Efeito do tabagismo passivo cronico nas alteragdes morfoldgicas de ratos na fase de crescimento
alimentados com dietas suplementadas com probidtico, prebidtico e simbidtico. Os valores sdo expressos
como médias = SD (n=12). Letras maitsculas indicam diferenga estatistica na linha entre os tratamentos.

Anova one way, seguida de teste de Tukey (P<0,05).



20

Figura 7. Fotomicrografica do pulmdo dos grupos expostos a fumaga de cigarro e suplementados com
alimentos funcionais: probidtico, prebidtico e simbiodtico (Grupos ProS, PreS e SymS). (a) inflamacdo
peribronquial (seta) (H & E, x100). (b) inflamag@o perivascular (seta) (H & E, x40). r(c) enfisema pulmonar
(seta) (H&E, x40) (d) enfisema pulmonar com ruptura alveolar (seta) (H&E, x100).

Os grupos C, Pro, Pre e Sym néo diferiram (P>0,05) entre si.
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. Fotomicrografica do pulmado dos grupos exposto a fumaga de cigarro (Grupo CS). (a) inflamagdo
peribronquialar e espessamento da parede vascular (seta) (H & E). (b) inflamagdo (seta) (H&E). (c)
inflamagdo peribronquial (seta) (H&E) (d) enfisema pulmonar e espessamento da parede alveolar (seta)
(H&E,).

Além disso, os resultados revelaram que os grupos suplementados com alimentos e expostos
cronicamente a fumaca de cigarro ndo diferiram (P>0,05) do grupo de ratos expostos somente a ventilagao

do ar.
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Tabela 3. Parametros fisioldgicos e nutricionais de ratos machos na fase de crescimento alimentados com dietas incorporadas com probidtico, prebidtico e

simbidtico e expostos cronicamente a fumaga do cigarro.

Grupo/tratamento*

Parametros

C Prob Preb Sym CS ProS PreS SymS
z;)s" corpéreo inicial 46,56 +3,18"  46,16+2,70° 46,01 +252°  46,62+322%  46,52+225" 4630268  46,35+3,56 46,32 +2,94*
Peso corpéreo final (g) 536,90 +10,41° 511,93 +8,79° 510,56 +8,81° 526,90 +10,84° 476,95 +9,34* 507,84 +7,25° 503,51 £11,13%¢ 494,36 + 12,36"
Ganho de peso (g/dia) 2,59 + 0,05 2,47 + 0,04 2,45 + 0,04 2,55 + 0,06" 2,28 + 0,05" 2,44 + 0,04¢ 2,42 +0,065C 2,37+0,07°
?g‘/’(‘l‘issm" de ragdo 22,13+0,12°  21,28+0,12*"  21,04+0,12*"  21,32+0,12*  20,03+0,11* 2143+0,11""  2146+0,11*"  21,68+0,11°
ﬁﬁﬁ?&'ﬁ?{’ de agua 28,75+3.91%  2722+311%  26,96+326"®  2757+£245°  24,49+097°  27,08+2,74*® 27,01 +3.28"® 27,10 +3,16""
Peso relativo pulméo 0,425+ 0,013  0,428+0,017* 0,427+0,011* 0,421 £0,012* 0,492 +0,014C 0451 £0,007° 0,456+ 0,012® 0,462 +0,019"

(g/100 g)

Os valores sao médias + SD de 12 animais em cada grupo. ANOVA one way, seguida de teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas indicam diferenga estatistica na linha entre os
tratamentos. * C: grupo controle (dieta basal); Pro: dieta basal + 2 g probidtico [Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium
longum (2-5 10° UFC cada)]; Pre: dieta basal + 1 g prebiotico (fragdo activa, a-1,3 e a-1,6 derivada de um mananoligossacérideo, apresentando 30% de o-mananos, derivados de
cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae ); Sym: grupo simbiotico (dieta basal + 2 g probidtico + 1 g prebidtico); CS: grupo controle + protocolo tabagismo (PT); ProS: grupo
probiodtico + PT; PreS: grupo prebidtico + PT; SymS: grupo simbiotico + PT.



Tabela 4. Efeito do tabagismo passivo cronico no escore patologico dos pulmdes de ratos alimentados com dietas suplementadas

simbidtico.
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com probidtico, prebiodtico e

Parametros histopatolégicos *

Grupos / Tratamentos °

C Pro Pre Sym CS ProS PreS SymS
Inflamacio perivascular 0,10+0,10*  0,07+0,08*  0,03+0,06* 0,10+0,10* 1,77+021¢ 0,90+0,19° 0,83+0,22® 0,90+ 0,16°
Inflamacéo peribronquial 0,50 £0,20*  0,40+0,19* 047+021* 043+0,20* 1,80+0,21° 1,00+0,22° 0,90+0,21® 0,97+0,19°
Inflamacio parenquimal 0,17+0,16* 0,10+0,10*  0,07+0,08* 0,10+0,14* 1,800,222 0,80+0,22% 0,77+0,22® 0,87+0,15°
Congestiio vascular intraparenquimatosa 0,60 £0,25* 0,57 +0,25*  0,57+0,23* 0,53+0,18* 1,93+0,22° 1,10+0,25® 1,10+£0,27° 1,03+0,21°
Trombose vascular intraparenquimatosa 0,10 +0,14* 0,03 +0,06*  0,07+0,08* 0,07+0,12* 0,73+0,20° 030+0,16* 0,23+0,14* 0,27+0,15*
Proliferacdo epitelial respiratéria 0,10+ 0,10*  0,03+0,06* 0,07+0,08* 0,07+0,08* 1,37+£030° 0,70+0,24® 0,70+ 0,24®* 0,73 +0,27°
Agregacio nodular 0,10 £0,10*  0,07+0,08* 0,10+0,14* 0,07+0,08* 1,40+0,28° 0,670,228  0,67+0,26° 0,63 +0,26°
Destruiciio alveolar 0,10 £0,14*  0,03£0,06* 0,03+0,06* 0,070,012 133+0,29° 0,67+024® 0,63+025® 0,63+0,26"
Alteracdes enfisematosas 0,13+0,12*  0,07+0,08* 0,10+0,10* 0,07+0,12* 1,47+033° 0,50+0,20° 0,57+0,23® 0,53+0,23°
Macroéfagos alveolares 0,10 £0,10*® 0,03 +0,06* 0,07+0,06"® 0,07+0,08*® 1,07+£0,27¢ 033+0,16"®* 0,37+0,16® 0,30+0,16°
Depésito intersticial contendo macréfagos 0,07 +0,08* 0,03 £0,06* 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,63+0,19° 0,13+0,15* 0,13+0,12* 0,10£0,10*
Espessura da parede vascular 0,07 0,08  0,07+0,12*  0,07+0,08* 0,03+0,06° 1,50+022° 0,63+0,23% 0,67+0,24®> 0,63 +0,26°

* Comparagdo entre os oito grupos (Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido das comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls). Resultados com diferentes
sobrescritos na linha diferem significativamente (P<0,05). ® As alteragdes de cada pardmetro histopatologico foram pontuadas de 0 a 3, sendo entdo somadas para uma pontuagio
total maxima de 36. Os dados estdo apresentados como média + Erro PadrioBP. © * C: grupo controle (dieta basal); Pro: dieta basal + 2 g probiotico [Lactobacillus acidophilus,
Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum (2-5 10° UFC cada)]; Pre: dieta basal + 1 g prebidtico (fragdo activa, a-1,3 e a-1,6 derivada de um
mananoligossacarideo, apresentando 30% de o-mananos, derivados de cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae ); Sym: grupo simbidtico (dieta basal + 2 g probidtico + 1 g
prebidtico); CS: grupo controle + protocolo tabagismo (PT); ProS: grupo probidtico + PT; PreS: grupo prebiotico + PT; SymS: grupo simbidtico + PT.



Discussao

Exposicao cronica e macica a irritantes inalatorios pode acarretar diversos desfechos patologicos,
aumentando significativamente os danos pulmonares. Muitos estudos experimentais em animais revelam que
os efeitos cronicos do fumo, particularmente dos cigarros, causam alteragdes patoldgicas muito graves
(DOGAN et al., 2011; MESHI et al., 2002; WRIGHT, 2001; WRIGHT et al., 2002), decorrente dos seus
efeitos deletérios devido ao estresse oxidativo (DOGAN et al., 2011; MCGUINNESS; SAPEY, 2017; VAN
EEDEN; SIN, 2013; ZINELLU et al., 2016), o que foi evidenciado também nesse estudo, através das
alteragOes de parametros nutricionais, fisioldgicos e histopatologicos analisados.

O peso corporal final, ganho de peso didrio e consumos médios de agua e dieta diminuiram
significativamente em ratos expostos a fumaga de cigarro em relacdo ao grupo C. A reducdo do peso e
consequente ganho de peso possa ser devida a agdo da nicotina do cigarro, que aumenta a taxa metabdlica
pela ativagdo simpato-adrenal (LUMB, 2016) e aumenta o gasto energético (CECIL; GOLDMAN;
SCHAFER, 2011), além disso, suprime a ingestdo alimentar possivelmente modificando os niveis de
substancias neurorreguladoras conhecidas por iniciar ou suprimir a alimentagdo (CHATKIN; CHATKIN,
2007). O fumante, portanto, ingeriria menos alimentos devido a maior atividade de leptina (ou de seus
receptores), com consequente captacdo deste horménio no hipotdlamo, paralelamente a diminuicdo da
liberagdo de neuropeptidio Y (NPY), levando a sensacdo de saciedade(JO; TALMAGE; ROLE, 2002). Além
dessas propriedades, a nicotina tem uma acdo antidiurética, provavelmente devido a estimulacdo do
hipotdlamo, aumentando a liberagdo do horménio antidiurético (ADH) (FUXE et al., 1989). A nausea,
observada nesse estudo e induzida pelo tabagismo pode também produzir um aumento nos hormonios
cortisol, GH, prolactina e ADH (SEYLER et al., 1986; TWEED et al., 2012). Respostas mais pronunciadas
sdo observadas em fumantes pesados em comparacao com fumantes leves, refletindo o efeito toxicogénico
direto da fumaca do cigarro (KAPOOR; JONES, 2005). Além disso, ratos expostos a fumaga do cigarro
apresentam refluxo gastrointestinal e ulcera péptica e que podem reduzir a ingestdo alimentar (KATZMAN
et al., 2016).

Os pesos relativos dos pulmdes revelaram aumentados em todos os grupos expostos ao fumo, e isto
tem sido observado comumente por outros estudos devido a inflamagdo pulmonar (MAUDERLY et al.,
2004; TSUJI et al., 2013). Observa se também exacerbacdo da inflamagdo perivascular, peribronquial e
parenquimal, indicando serem decorrentes das lesdes provocadas pela fumaga do cigarro € que desencadea a
ativagdo transcricional de varios genes inflamatorios, acarretando aumento dos niveis celulares de espécies
reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio, e também um grande numero de mediadores
inflamatérios, como citocinas, quimiocinas e enzimas (LEE et al., 2005; SHIMODA et al., 2003;
WESTPHAL et al., 2005). O aumento na congestdo e trombose vascular intraparenquimatosa também foi
observado em estudos utilizando ratos e coelhos como modelo animal (GERAGHTY; DABO;
D’ARMIENTO, 2011; GHOBASHY; ELMELEEGY; SELEEM, 2010; GOLDKLANG et al., 2016; SEZER
et al., 2007; XIAO; GOLDKLANG; D’ARMIENTO, 2016).
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As inflamagdes perivasculares, peribronquial e parenquimal foram exacerbadas nos ratos expostos a
fumaca do cigarro, possivelmente devido a interface dos constituintes gasosos e particulados fazerem
interface com o sistema imunoldgico nas superficies mucosas que revestem a cavidade oral, seios e vias
acreas. Milhares de espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas no cigarro em chamas (MAZZONE
et al., 2010) e estdo contidas na fase gasosa e frequentemente sdo de curta duracao, afetando principalmente
as vias aéreas superiores. Aqueles na fase particulada, particularmente os radicais semiquinona, tém a
capacidade de gerar secundariamente mais radicais livres (HUANG; LIN; MA, 2005). Os ROS danificam as
células epiteliais que revestem as vias aéreas, induzindo a peroxidagdo de lipidios € outros constituintes da
membrana celular, ativam as vias celulares sensiveis a oxidacdo e induzem danos ao DNA
(VALAVANIDIS; VLACHOGIANNI; FIOTAKIS, 2009). Constituintes da fumaga do cigarro
(particularmente ROS) ativam cascatas de sinalizagdo intracelular de células epiteliais que levam a ativagao
de genes inflamatdrios [por exemplo, interleucina-8 ou IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNFa)]
(CHUNG, 2005; CHURG et al., 2002). A secregdo destes mediadores inflamatorios promove o recrutamento
cronico de células imunes ¢ a inflamagao (LEE; TANEJA; VASSALLO, 2012).

Lesdoes no tecido pulmonar e outras patologias, como exacerbagdo da proliferagdo epitelial
respiratoria, agregagdo nodular, destruicdo alveolar alteracdes enfisematosas e exacerbacdo da presenga de
macrofagos alveolares e da espessura da parede vascular também foram descritas por outros estudos e sdo
decorrentes de mecanismos oxidantes criados por meio de substincias presentes no extrato da fumaca do
cigarro, bem como as liberadas pelas células inflamatérias recrutadas, especialmente macrofagos alveolares e
neutrofilos (CZEKAJ et al., 2002; DOGAN et al., 2011; GHOBASHY; ELMELEEGY; SELEEM, 2010). Os
macrofagos sdo a principal populagdo de células pulmonares e que servem como a primeira linha de defesa
celular contra poluentes, devido a sua func¢do antigé€nica e propriedades fagocitarias (SHIELDS, 2002).

Os macréfagos desempenham um importante papel na patogénese do enfisema induzido por fumaga,
pois liberam enzimas elastoliticas e que tém efeitos destrutivos na parede das vias aéreas e aumento na
producdo de metaloproteinases (MMP), decorrente da exposi¢do cronica a fumaca de cigarro. Estas sdo
enzimas proteoliticas ¢ sua liberacdo aumentada pode ser responsavel pela destrui¢do do tecido pulmonar
(BARNES; SHAPIRO; PAUWELS, 2003; TARASEVICIENE-STEWART; VOELKEL, 2008). Esses
mediadores ativos podem causar uma ativacao de neutréfilos e aumentar a permeabilidade vascular pulmonar
e o edema pulmonar (MURAKAMI; TRABER, 2003). Além disso, estudos observaram também dano
parenquimatoso pulmonar, incluindo alteragdes no tecido pulmonar relacionadas a congestdo, hemorragia,
espessamento septal e edema (DOGAN et al., 2011; SHIELDS, 2002).

A concepgdo do eixo intestinal e pulmonar é de grande interesse e a perspectiva da aplicacdo de
prebidticos, probidticos e sua combinagdo no tratamento de doengas pulmonares parece muito promissora
(EVSYUTINA et al., 2017). Os resultados deste trabalho revelaram que os alimentos funcionais, probiético
[Lactobacillus acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum
(2-5 10° UFC cada)], prebiotico (mananoligossacarideo) e simbidtico (associagio do probidtico e

simbidtico), nas concentragdes e frequéncias de administracdo desse estudo, atenuaram os efeitos deletérios
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da exposi¢do cronica de ratos, como modelo animal, a fumaga do cigarro em todos os pardmetros aqui
analisados. Esses efeitos benéficos da associacdo dos microrganismos probidticos suplementados na dieta
podem ser devido a alteragdo da microbiota do hospedeiro, potencialmente conferindo beneficios para a
saude (MORAES; COLLA, 2006; THOMAS; GREER, 2010) e particularmente em fumantes (SHIMAUCHI
et al., 2008).

O efeito dos metabolitos bacterianos, probioticos, em particular os acidos graxos de cadeia curta
(SCFA s) na modulagdo da resposta imune, ¢ um dos topicos mais discutidos. Os SCFAs, notavelmente
acetato, butirato e propionato, reduzem do pH colonico, servem de nutriente para os colondcitos, com o
beneficio de reparar o epitélio intestinal, atuando diretamente nas cé€lulas epiteliais e imunologicas e
contribuindo para poderosos efeitos anti-inflamatérios (EVSYUTINA et al.,, 2017, GALLACHER;
KOTECHA, 2016; ROGERS; WESSELINGH, 2016; SAMUELSON; WELSH; SHELLITO, 2015;
VENKATARAMAN et al., 2015). Demonstrou-se que os SCFAs modulam a atividade do NF-kB, reduzem a
produgdo de TNF-o e regulam negativamente a estimulagdo dos PRRs (receptores de reconhecimento de
padrdes) (GALLACHER; KOTECHA, 2016; LOOIJER-VAN LANGEN; DIELEMAN, 2009; MOREAU et
al., 2004; OREL; TROP, 2014; ROGERS; WESSELINGH, 2016). Postulado que a capacidade de SCFAs
para interagir com certos receptores de ligacdo de G de neutrofilos depende do seu perfil, o qual é definido
pela composicao bacteriana. A estimulagdo do receptor Ffar2 (GPR43) associada a diminui¢do do nivel de
eosinofilos e redugdo da broncoconstricdo em comparagdo com a estimulagcdo de Ffar3 (ou GPR41), que foi
associada ao aumento da producdo de mediadores pro-inflamatoérios. A expressdo deprimida de moléculas
coestimuladoras CD80, CD86 e CD40 modificam a capacidade das células dendriticas (DCs) de interagir
com células T reguladoras (T-regs) (EVSYUTINA et al., 2017).

Os efeitos benéficos da associacdo de microrganismos probioticos suplementados na dieta também
podem ser devido & modulagdo da microbiota intestinal, acdo de refor¢o e manutencdo da permeabilidade da
parede celular intestinal do hospedeiro e melhora da fungdo de barreira da mucosa intestinal, reduzindo o
vazamento de antigenos através da mucosa e, assim, a quantidade de alérgenos a que o pulmdo pode estar
exposto por via circulatoria. Além disso, a modulagdo direta do sistema imunologico pode ocorrer através da
inducdo de citocinas antiinflamatorias, produ¢cdo aumentada de IgA secretora, ativacdo de células T-reg e
distor¢do da ativagdo de células Thl, Th2 e Thl17 ou alteragdes na fun¢do macrofagica, resultando em
respostas alérgicas reduzidas (MORTAZ et al., 2013; SALVA; VILLENA; ALVAREZ, 2010; WU et al.,
2016; ZHOU et al., 2015).

Isoladamente, a administracdo oral de Lactobacillus (LAB) pode modular os perfis de citocinas nao
apenas intestinal, mas também sistemicamente, como demonstrado por (SHREINER; HUFFNAGLE;
NOVERR, 2008), assim como aumentar a resposta imunoldgica mediadas por células, incluindo proliferacao
de linfocitos T, capacidade fagocitaria de células mononucleares e atividade tumoricida de células NK
(AZ1Z; BONAVIDA, 2016), protegendo o hospedeiro da infecgdo das vias aéreas por meio de uma interagdo
do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), como os das Placas de Peyer no intestino, provocando um

aumento indireto da imunidade respiratoria (IZUMO et al., 2010).
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Quando as células DC estio sob a estimulacdo de probiodticos produtores de IFN-y altamente ativos, L.
paracasei BRAPO1, L. acidophilus AD300, B. longum BA100, E. faecium BRO08S, L. rhamnosus AD500 ¢
L. reuteri BR101, isto pode levar a secrecdo de IL-12 por DCs que podem manter um circuito de
realimentacdao adequado de DC para NK (HO et al., 2014).

Foi observado neste estudo associagdo direta entre o efeito dos prebidticos, mananoligossacarideos,
em ratos em fase de crescimento e expostos cronicamente a fumaca do cigarro. Porém, os efeitos benéficos
observados nesse estudo devam ser decorrentes da sua capacidade funcional como substrato para a
microbiota intestinal do hospedeiro, estimulando diferentes reagdes bioquimicas, promovendo a proliferacdo
e renovagdo de células intestinais e, portanto, os prebidticos parecem ser uma parte ativa e importante do
eixo gastro-pulmonar (EVSYUTINA et al., 2017). Além disso, esses oligossacarideos induzem importantes
beneficios imunolégicos e fisioldgicos para o ambiente do cdlon e o paciente como um todo (LAURELL;
SJOBERG, 2017; RUFINO et al., 2018).

O prebidtico mananoligossacarideo ¢ derivado da levedura Saccharomyces cerevisiae e devido ao seu
baixo custo de producdo, tecnologia de extragdo e potencial de fornecimento infinito, tem sido amplamente
utilizado como suplemento em dietas animais nos ultimos 20 anos (SPRING et al., 2015), porém poucos
estudos tém sido realizados utilizando esse prebidtico em humanos ¢ nenhum foi identificado em relagdo ao
seu efeito direto e ou indireto no pulmdo de humanos e ou animais expostos cronicamente a fumaga de
cigarro. Porém, os resultados benéficos nesse estudo foram robustos e indicam que a suplementacdo de
mananoligossacarideo, na frequéncia e dose adicionadas na dieta desse estudo, pode atenuar os efeitos
deletérios da exposicdo cronica a fumaga do cigarro. Portanto, outros estudos mais aprofundados deverdo ser
realizados e que possam comprovar a eficacia dos mananoligossacarideos direta ou indiretamente em outras
doencas cronicas.

A associacdo do probidtico e prebiodtico, simbidtico, resultou em resposta benéfica nos pardmetros
analisados nesse estudo e os resultados mostraram que esse suplemento também atenuou os efeitos

observados nos grupos suplementados com probiotico e prebiotico.

Conclusoes

Os resultados nos permitem afirmar que os alimentos funcionais, probiodtico (Lactobacillus
acidophilus, Enterecoccus faecium, Bifidobacterium thermophilum e Bifidobacterium longum), prebiodtico
(mananoligossacarideo) e simbidtico (associagdo do probiodtico e prebiotico), atenuaram os efeitos deletérios
da exposicdo cronica a fumaca do cigarro avaliados através de parametros fisioldgicos, nutricionais e

histopatologicos.
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ANEXO B: NORMAS DA REVISTA SEMINA: CIENCIAS AGRARIAS

Diretrizes para Autores

Normas Editoriais para Publicacdo
Atengao Autores:

Recomendamos aos autores COMPLETAMENTE consultar o Guia, DESDE papéis que nao estéo
preparados RIGOROSAMENTE acordo com as normas nao serao aceitos.

Depois de 2015/02/19, a taxa de submissdo de novos artigos sera de R $ 100,00 . Se o artigo for

rejeitado, esta taxa ndo sera devolvida.

Os artigos submetidos ap6s 2015/02/19 que sdo aceitos e aprovados para publicagdo serdo submetidos a
uma taxa de publicagdo, ajustado de acordo com o nimero de paginas do manuscrito.

Até 10 paginas: R $ 300,00

de 11 a 15 paginas: R $ 400,00
De 16 a 20 paginas: R $ 500,00
de 21 a 25 paginas: R $ 600,00

Se o artigo for aceito para publicagdo , a quantidade de R $ 100,00 pago pela taxa de inscricdo ndo sera
deduzida a taxa de publicagao .

O comprovante de depdsito deve ser digitalizado e anexado como arquivo suplementar no sistema
eletronico.

O depdsito deve ser feito em nome do Instituto de Tecnologia e Desenvolvimento Econémico e Social (ITEDES),
CNPJ: 00.413.717 / 0001-65, em uma das trés contas bancarias abaixo:

Banco do Brasil (001)
Branch: 1212-2
Conta corrente: 43509-0 - Brasil

Caixa Economica Federal (104)
Branch: 3076

Conta Corrente: 0033-4
Transacdo: 003 - Brasil

Itaa (341)
Branch: 3893
Conta Corrente: 29567-9 - Brasil

Padroes editoriais para publicacdo em Semina: Ciéncias Agrdrias , Universidade Estadual de
Londrina (UEL)

Os artigos podem ser submetidos em Portugués ou Inglés, mas s6 serao publicados em Inglés . Os
artigos que sdo submetidos em Portugués, se aceito para publicacdo, terd de ser traduzida em Inglés.

Artigos enviados a revista, 31 de marco de 2014 e aqueles que ainda estdao sendo processados pode
ser publicado em Portugués; no entanto, sera dada prioridade para publicacdo os artigos que sdo
traduzidos para o Inglés.

Todos os artigos, depois de ser aceito para publicagdo, devem ser acompanhados de um certificado
comprovativo de tradugdo ou corregdo (como arquivo suplementar) de um dos seguintes servigos de traducédo:
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Especialistas American Journal

Editage
Elsevier

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

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

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

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

O autor deve anexar o documento que fornece evidéncia de esta traducdo ou corregdo no sistema
eletrénico na pagina de apresentacdo em " Docs. Sup . "

COMENTARIOS:

1) Os manuscritos originais submetidos para revisdo sdo inicialmente avaliados pelo Comité Editorial

da Semina: Ciéncias Agrarias . Nessa avaliacdo, serdo avaliados os requisitos de qualidade para a publicagdo
com a revista, tais como escopo do artigo, adequacdao em relacao aos padrdes da revista, a qualidade da escrita
e da fundamentacdo teorica. Além disso, ele também é considerado atualizagdo revisdo da literatura,
consisténcia e precisdo da metodologia, a contribuicdo dos resultados, discussdo dos dados observados no
estudo, tabela e figura representacdo, e originalidade ea consisténcia das conclusdes.

Se o numero de manuscritos submetidos exceder a capacidade de avaliacdo e publicagdo de Semina: Ciéncias
Agrérias , uma comparagdo entre as submissdes serdo feitas, e as obras consideradas como tendo o maior
potencial de contribuigdo para o conhecimento cientifico serd direcionado para consultores ad hoc. Os
manuscritos que ndo sdo aprovados por estes critérios sdo arquivados, enquanto os manuscritos restantes sdo
submetidos a avaliagdo por pelo menos dois conselheiros cientificos que sdo especialistas na area disciplinar do
manuscrito, sem identificar os autores. A taxa de inscricdo ndo serdo devolvidos aos autores que tém seus
manuscritos arquivados.

2) Se for caso disso, se o projeto de pesquisa que originou o artigo foi realizada de acordo com biossegurancga e

ética normas técnicas sob a aprovagao de um comité de ética envolvendo seres humanos e / ou uma ética
comissdo que envolva animais, o nome de comissdo, instituicdo e nimero do processo deve ser indicado.

Requisitos obrigatérios para ACEITACAO:
a) O arquivo artigo principal anexa tem os nomes dos autores e suas respectivas afiliacoes.

b) O registo completo de todos os autores foi adicionado aos metadados durante a
submissdo; Exemplo: Nome completo; Instituicdo / Afiliagdo; Pais; Resumo da Biografia / Titulo / funcao.

C) Texto explicando a relevéncia do trabalho (importéncia e da distingdo de trabalhos previamente publicados),
com um comprimento maximo de 10 linhas, esta incluido nos comentarios de campo para o editor.

D) A apresentagdo é acompanhado de um documento comprovativo do pagamento da taxa de inscricdo como
arquivo suplementar no "Docs. Sup . "Secao.

E) O artigo principal é acompanhada por arquivos suplementares, incluindo graficos, figuras, fotografias e
outros documentos, na sua versao original (formatos JPEG, TIFF ou Excel).

f) As informagdes a seguir é incluida no manuscrito original: titulo, resumo, palavras-chave em tabelas
portugués e inglés, e figuras.

RESTRICOES por area tematica:


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.publicase.com.br/formulario.asp
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PARA A AGRONOMIA CAMPO, manuscritos que nado sera aceite em caso dos seguintes:

a) As experiéncias realizadas com uma in vitro cultura estdo limitados a melhoria de protocolos padronizados ja
ou ndo fornecer nova informacdo sobre a area de assunto;

b) Os experimentos de campo ndo incluem dados correspondentes a, pelo menos, dois anos ou para diversos
locais dentro do mesmo ano;

c) As experiéncias referem-se apenas a testes sobre a eficacia de produtos comerciais contra os agentes
bidticos e abidticos ou estresse fisioldgico;

d) As experiéncias envolvem apenas bioensaios (screening) sobre a eficacia dos métodos para controlar
insetos, acaros, ou doengas em plantas, a menos que contenham uma contribuicdo importante sobre os
mecanismos de acdo sob a perspectiva de uma fronteira do conhecimento; ou

e) O objectivo é limitado a registrar a ocorréncia de uma espécie de uma praga ou patdégeno ou associacoes
com os anfitrides em novos locais dentro de regides geograficas onde a espécie ja é conhecido. Documentacdo
das espécies ou associagoes ja conhecidas so6 sera considerada se eles sdo descritos em novas areas
ecoldgicas. Os registros de distribuicdo deve ser baseada nos ecossistemas e ndo em fronteiras politicas.

PARA O VETERINARIO FIELD, os manuscritos ndao serao aceites EM CASO DE O SEGUINTE:

a) A publicacdo de relatos de casos é restrita; apenas artigos com grande relevancia e originalidade que fazem
uma real contribuicdo para o avango do conhecimento no campo serdo selecionados para processamento.

Categorias de trabalho
a) Artigos Cientificos: maximo de 20 paginas, incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas

b) Comunicagdes cientificas: maximo de 12 pdginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 16 citagdes e um
maximo de duas mesas, duas figuras ou uma combinacdo de uma tabela e uma figura

c) Relatos de casos: maximo de 10 paginas, com referéncias bibliograficas limitadas a 12 citagdes e um
maximo de duas mesas, duas figuras ou uma tabela e uma figura

d) Artigos de revisdo: maximo de 25 paginas, incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas
Apresentagao do Trabalho

artigos completos originais, comunicacgdes, relatos de casos e comentdarios devem ser escritos em Portugués ou
Inglés usando o Microsoft Word para Windows, em papel tamanho A4, com linhas numeradas por pagina,
espacgo 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11 normal, margens de 2 cm em todos os lados, com paginas
numeradas no canto superior direito e seguindo as diretrizes para o nimero maximo de paginas de acordo com
a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e tabelas devem ser numeradas com algarismos arabicos, devem ser
incluidas no final do trabalho imediatamente apds as referéncias bibliograficas, e devem ser citadas no

texto. Além disso, os nimeros devem ser de boa qualidade e deve ser fixada em seu formato original (JPEG,
TIFF, etc.) em Docs Sup na pagina de submissdo. As figuras e tabelas ndo serdo aceitas se ndo estiverem em
conformidade com as seguintes especificagdes: largura de 8 cm ou 16 cm com altura maxima de 22 cm. Se a
figura tem maiores dimensdes, que ira ser reduzido durante o processo de edigdo para as dimensGes acima
mencionadas.

Nota : Os numeros (Ex. Figura 1. Titulo) e tabelas ( Tabela 1. Titulo) deve ter uma largura de 8 cm ou 16 cm
com altura maxima de 22 cm. Aqueles com maiores dimensGes ira ser reduzido durante o processo de edigdo
para as dimensdes acima mencionadas. Para todas as tabelas e figuras que ndo sdo trabalho original do autor,
uma citacdo da fonte de consulta é obrigatdria. Coloque esta citagdo abaixo da tabela ou figura e indicar com
uma fonte menor (Times New Roman 10).
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Ex: " Fonte": IBGE (2014), ou Fonte : IBGE (2014).

preparacao do manuscrito
artigo cientifico:

Os artigos cientificos devem relatar os resultados de pesquisas originais nas areas afins, com as segoes
organizadas da seguinte maneira: Titulo em Inglés; Titulo em Portugués; Resumo em Inglés com palavras-
chave (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Resumo em Portugués com palavras-chave (no
maximo seis palavras, em ordem alfabética); Introducdo; Materiais e métodos; Resultados e Discussdo, com
conclusdes no final da discussdo ou Resultados (Discussdo e Conclusdes deve ser escrito em

separado); Agradecimentos;Fornecedores, se for o caso; e Referéncias Bibliograficas. Os titulos devem estar
em negrito, sem numeracdo. Se ha uma necessidade de incluir um subtitulo dentro de uma secéo, ele deve ser
colocado em italico, e se existem outras sub-temas a incluir no dmbito de um sub-titulo, estas devem ser
numeradas com algarismos arabicos. (Exemplo: Materiais e Métodos , Areas de estudo , 1. drea

rural , 2. Urbanuma rea . )

O trabalho apresentado ndo pode ter sido publicado anteriormente com o mesmo conteldo, a ndo ser sob a
forma de um resumo em Eventos Cientificos, notas introdutdrias, ou formato reduzido.

Os trabalhos deverao ser apresentados na seguinte ordem:

1. Titulo do trabalho , acompanhada de sua tradugdo em Portugués, se for o caso.

2. Resumo e Palavras-chave: Um informativo abstrato com um minimo de 200 palavras e maximo de 400
palavras devem ser incluidas, no mesmo idioma usado no texto do artigo, acompanhados de uma tradugdao em

Inglés ( Abstract e Palavras-chave ) se o texto ndo foi escrito em Inglés.

3. Introducdo: A introducdo deve ser conciso e conter apenas o comentario que é estritamente necessario
para introduzir o tema e apoiar a metodologia e discussao.

4. Materiais e Métodos: Esta seccao pode ser apresentado de forma continua, descritiva ou com sub-rubricas
para permitir que o leitor a compreender e ser capaz de repetir a metodologia citada com ou sem o apoio de
citagOes bibliograficas.

5. Resultados e Discussao : Esta secdo deve ser apresentada de uma forma clara, com o auxilio de tabelas,
graficos e figuras, para que ele ndo levanta quaisquer perguntas para o leitor que diz respeito a autenticidade
dos resultados e pontos de vista discutidos.

6. Conclusoées: Estes devem ser claras e apresentadas de acordo com os objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicGes e empresas que contribuiram para o trabalho deve ser
mencionado no final do texto, antes da seccdo do Referéncias Bibliograficas.

Nota:

Notas: Cada nota sobre o corpo do texto deve ser indicado por um simbolo sobrescrito imediatamente apds a
expressdo se refere e devem ser incluidos como uma nota de rodapé no final da pagina.

Figuras: As figuras que sao consideradas essenciais serdao aceitas e devem ser citadas no texto pela sua ordem
numérica, em algarismos arabicos. Se nenhum ilustraces apresentadas ja foram publicados, a fonte ea

permissdo para publicacdo deve ser indicado.

Tabelas: Tabelas deve ser acompanhada por um cabecalho que vai permitir a compreensdo dos dados
recolhidos sem a necessidade de utilizar o corpo do texto por referéncia.

Quantidades, unidades e simbolos:
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a) Os trabalhos devem estar de acordo com os critérios estabelecidos nos Cédigos Internacionais em cada area

tematica.
b) Use o Sistema Internacional de Unidades em todo o texto.

c) Use o formato de poténcia negativa observar e apresentar unidades relacionados: por exemplo, kg ha ~
1. N3o use o simbolo de barra para relacionar unidades: por exemplo, kg / ha.

d) Use um espaco simples entre as unidades: gL *, ndo gL *ougL ™.
e) Use representacdo de tempo de 24 horas com quatro digitos para as horas e minutos: 09h00, 18h30.
8. citagcoes de autores no texto

As citacOes devem ser seguido pelo ano de publicagdo, e varias citages devem seguir o sistema de ordem
alfabética, de acordo com os seguintes exemplos:

a) Os resultados por Dubey (2001) confirmou que .....

b) De acordo com Santos et al . (1999), o efeito de azoto .....

c) Beloti et ai. (1999b) avaliaram a qualidade microbioldgica .....

d) [...], e inibir o teste para a formagédo de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...] comprometer a qualidade dos seus derivados (AFONSO; Vianni, 1995).
Citag6es com dois autores

Em citacOes de fontes que tém dois autores, os nomes dos autores sdo separados por um ponto e virgula,
quando citando-os entre parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Use e quando os autores estdo incluidos na frase em vez de citados entre parénteses.

Ex : Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citando mais de dois autores

Indique o primeiro autor seguido da expressao et al.

Entre parénteses, referéncias separadas com um ponto e virgula, quando mais de uma referéncia é citada.
Ex: (. Russo et al, 2000) ou Russo et al. (2000); (Russo et ai, 2000;.. FELIX et ai, 2008).
Citando varios documentos do mesmo autor , publicado no mesmo ano

Adicionar letras minusculas, em ordem alfabética, apds a data e sem um espaco.

Ex : (SILVA, 1999a, 1999b).

Citando varios documentos do mesmo autor, publicados em anos diferentes
Separe as datas com uma virgula.

E x : (Andrade, 1999, 2000, 2002).

Citando varios documentos de varios autores , mencionado em simultaneo
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Coloque as citagbes em ordem alfabética, separadas por um ponto e virgula.
Ex : (Bacarat, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, de acordo com a norma NBR 6023, agosto de 2000, e nimero reformulacdo
14,724 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), de 2011, devem ser listados em ordem alfabética
no final do manuscrito. Todos os autores participar num estudo referenciado deve ser mencionado,
independentemente do nimero de participantes . A exatiddo e adequagdo das referéncias a trabalhos que
tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e demonstracdes,
sao da responsabilidade exclusiva dos autores.

Nota : Consulte problemas encontrados recentemente publicados de Semina: Ciéncias Agrarias para mais
detalhes sobre como formatar referéncias no artigo.

As restantes categorias de trabalhos (comunicacédo cientifica, Relato de Caso e Revisdo) devem seguir as
normas acima mencionadas, mas com as seguintes indicagdes adicionais para cada categoria:

comunicacao cientifica

comunicacoes cientificas devem ser apresentados de uma forma concisa, mas com uma descricdo completa da
pesquisa termo ou investigagdo em curso (Nota introdutéria), com documentacdo bibliografica completa e
metodologias, semelhante a um artigo cientifico regular. comunicagdes cientificas deve conter as seguintes
secOes: Titulo (em Portugués e Inglés); Resumo com Palavras-chave em Portugués; Abstrato com palavras-
chave em Inglés; e corpo do texto. O corpo do texto ndo deve ser dividido em segdes, mas deve seguir esta
sequéncia: introdugdo, metodologia, resultados e discussao (tabelas e figuras podem ser incluidos), conclusdo e
referéncias bibliograficas.

Relato de caso

Um relatério do caso deve ser uma breve descricao de casos clinicos e patoldgicos, resultados sem
precedentes, relatorios de novas espécies ou estudos sobre a ocorréncia ou a incidéncia de pragas,
microorganismos ou parasitas de interesse agronémico, zootécnico, ou veterinaria. O relato de caso deve
conter as seguintes segles: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo com Palavras-chave em Portugués;Abstrato
com palavras-chave em Inglés; Introdugdo com revisdo da literatura; relato de caso (s), incluindo os
resultados, discussdo e conclusdo; e referéncias bibliograficas.

artigos de revisao bibliografica

artigos de revisdo deve envolver temas relevantes no ambito da revista. O nimero de artigos de revisdo por
edicdo é limitada, e os autores sé pode escrever artigos de revisdo de interesse para a revista, na sequéncia de
um convite por parte dos membros do conselho editorial da revista. Se um artigo de revisdo é apresentado por
um autor, a inclusdo de resultados relevantes do autor ou do grupo envolvido no estudo é necessario,
juntamente com referéncias bibliograficas que demonstrem experiéncia e conhecimento sobre o tema.

Um artigo de revisdo deve conter as seguintes segdes: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo com Palavras-chave
em Portugués; Abstrato com palavras-chave em Inglés; Desenvolvimento do tema proposto (o texto pode ser
dividido em secgBes, mas isso ndo € necessario);Conclusdes ou Consideracdes Finais; Agradecimentos (se
aplicavel); e Referéncias Bibliograficas.

Outras informag6es importantes

1. A publicacdo de artigos depende do parecer favoravel de consultores ad hoc e a aprovacdo da Semina:
Ciéncias Agrarias UEL Conselho Editorial.

2. Reprints ndo serd dada aos autores, uma vez que as questdes estardo disponiveis on-line no site da revista
(http://www.uel.br/revistas/uel ).
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3. Transferéncia de Direitos Autorais: Os autores concordam com a transferéncia de direitos de publicacdo do
manuscrito para a revista. A reproducdo dos artigos é permitida somente quando a fonte seja citada. E proibido
o uso comercial das informagoes.

4. perguntas imprevistas sobre ou problemas nos actuais padrdes serdo abordados pelo Conselho Editorial da
area de assunto em que o artigo foi submetido para publicacédo.

5. Numero de autores: Nao ha limite para o niUmero de autores, mas as pessoas incluidas como co-autores
deveriam ter efetivamente participaram do estudo. Pessoas com pouca participacao no estudo ou a preparagao
artigo devem ser citadas na secdo Agradecimentos, como deve instituicdes que concederam bolsas de estudo e
outros recursos financeiros.

as condigoes de submissao

Como parte do nosso processo de submissdo, os autores devem verificar que o pedido estd em conformidade
com todos os itens listados abaixo. As inscrices que ndo estejam em conformidade com as normas sera
rejeitado e os autores informados sobre a decisao.

1. Os autores devem declarar que a contribuicdo é original e nova e que ndo estd sendo avaliada para
publicacdo em outros lugares;qualquer excecdo (s) deve ser justificada em "Comentarios ao Editor".

2. Os autores devem também afirmam que o material é formatado corretamente e que os documentos
complementares estdo ligados, estar consciente de que o formato incorreto resultara na
suspensdo do processo de avaliacdo, sem avaliagcdo do mérito .

3. Dados de autoria para todos os autores devem ser inseridos no campo de metadados
durante o processo de submissao .

Use o botdo " incluem o autor ."
1. No passo seguinte, por favor preencha os metadados em Inglés.

A fim de incluir os dados, depois de salvar os dados de submissdo em Portugués, clique em " editar
metadados " no topo da pagina.Alterar o idioma para Inglés e inserir o titulo em Inglés, o resumo e palavras-
chave. Salvar e continuar para a proxima etapa.

1. A identificacdao de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da Word usando a opgdo
"Propriedades", a fim de garantir que os critérios de anonimato da revista, no caso o artigo é
submetido a revisdo por pares, de acordo com as instruges disponiveis em Assegurando um blind peer
review .

2. Os arquivos para submissao deve estar em Word, OpenOffice ou RTF (desde que ndo ultrapasse 2 MB).

O texto deve ser digitado em papel A4, com linhas numeradas, espacamento 1,5 e fonte Times New Roman
tamanho 11.

1. Confirme se todos os padrdes éticos foram seguidos se a pesquisa foi realizada com seres vivos. Incluir
documentos a prova de aprovagdo por um comité de ética institucionais envolvendo seres humanos e /
ou uma comissdo de ética envolvendo animais, se estes documentos sdo solicitados.

2. Incluir o pagamento da taxa de inscricdao , e anexar o comprovante de pagamento como
documento suplementar em "Docs. Sup . "

Declaracgao de direitos de autor

A Declaragao de Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista é o direito do autor. Uma vez que os
artigos publicados nesta revista sdo de acesso publico, os artigos podem ser usados livremente, com as suas
proprias atribuicdes, para fins educacionais e ndo-comerciais.


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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A revista tem o direito de fazer alteracGes em um nivel normativo, ortografica e gramatical nos artigos
originais, com o objectivo de manter o uso padrdo adequado da linguagem e a credibilidade da revista. No
entanto, o estilo de escrita dos autores serdo respeitados.

AlteracGes, corregdes ou sugestdes em um nivel conceitual, quando necessario, sera direcionado para os
autores.

As opinides expressas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.
Politica de Privacidade

Os nomes e as filiagOes relatados neste jornal sdo usados exclusivamente para os servigos prestados e ndo sao
disponibilizados para qualquer outra finalidade ou a terceiros.

as condigdes de submissdo

Como parte do nosso processo de submissdo, os autores sdo obrigados a assegurar que a apresentagdo esta
em conformidade com todos os itens listados abaixo. As inscricdes que ndo estejam em conformidade com as
normas serao devolvidas aos autores.

1. Os autores afirmam que a contribuicdo é original e nova e que ndo esta sendo avaliada para publicagao
em outro periddico; qualquer excecdo (s) deve ser justificada em "Comentarios ao Editor".

2. Os autores afirmam que o material é formatado corretamente e que os arquivos Suplementar foram
carregados, estando ciente de que o formato incorreto resultara na suspensao do processo de
avaliagcdo, sem avaliagdo do mérito .

3. Na proxima etapa, preencha os metadados em Inglés.

Para incluir os metadados, depois de salvar os dados de submissdo em Portugués, clique em " editar
metadados " no topo da pagina.Alterar o idioma para Inglés e inserir o titulo em Inglés, o resumo e palavras-
chave. Guardar e ir para a proxima etapa.

1. Dados de autoria de todos os autores devem ser preenchidas durante o processo de
submissao.

Use o botdo " incluem o autor. "

1. Verifique se a identificagcdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da Word usando a
opgdo Propriedades, a fim de garantir que os critérios de anonimato da revista, se o artigo € submetido
a revisdo por pares de acordo com as instrugGes disponiveis em Assegurando um ponto cego

avaliacao .
2. Os arquivos para submissao estdao em Word, OpenOffice ou RTF (desde que ndo excedam 2 MB).

O texto é escrito com espagamento 1,5 e, em fonte Times New Roman tamanho 11. Use italico em vez de
sublinhado (exceto para enderegos URL).

O texto segue os padrbes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores sob o titulo
"Sobre a Revista".

1. Confirme se todos os padrdes éticos foram seguidos se a pesquisa foi realizada com seres
vivos. Fornecer a documentagdo da aprovacdo de um comité de ética institucional e prova de
consentimento informado se esses documentos sdo solicitados. A conformidade com os preceitos éticos
aplicaveis devem ser citadas no corpo do texto.

2. Um texto indicando a relevancia do trabalho (importancia e da distingdo em relacdo a outros trabalhos
ja publicados), com um comprimento maximo de 10 linhas, deve ser incluido no campo Comentarios
ao Editor .
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Declaragdo de direitos de autor

A Declaragao de Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista é o direito do autor. Uma vez que os
artigos que sdo publicados nesta revista sdao de acesso publico, os artigos podem ser usados livremente, com as
suas proprias atribuigbes, para fins educacionais e ndo-comerciais.

A revista tem o direito de fazer alteracdes em um nivel normativo, ortografica e gramatical nos artigos
originais, com o objectivo de manter o uso padrdo adequado da linguagem e a credibilidade da revista. No
entanto, o estilo de escrita dos autores serdo respeitados.

AlteracGes, corregdes ou sugestdes a nivel conceptual, quando necessario, sera direcionado para os
autores. Nestes casos, depois de ter sido alterado, os artigos vai ser submetido a uma nova avaliagdo.

As opinides expressas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.
Politica de Privacidade

Os nomes e as filiagOes relatados neste jornal sdo usados exclusivamente para os servigos prestados e ndo sao
disponibilizados para qualquer outra finalidade ou a terceiros.

Eles devem ser tanto destaque e em negrito? Ou isso deve apenas ler "Os titulos devem estar em negrito"?

Parece que esta frase e a seguinte frase (depois de "1") talvez deva ser comutada para maior clareza, como se
segue:

Utilizando os seguintes passos, por favor preencha os metadados em Inglés.
1. Use o botao "incluem o autor.”

Por favor, revise as posicoes e a ordenacao / numeracgao das etapas desta secao cuidadosamente
para garantir que os passos sao humerados claramente os autores de pedidos deve segui-los.

Uma vez que a frase indica "no caso de o artigo é submetido a revisdo por pares", parece desnecessario incluir
(ex .: artigos) aqui. Por favor considerar a exclusao desta.

Deve haver um item numerado separado com uma explicagao sobre a taxa de inscrigdo? Se assim for, por
favor, forneca as informacgdes apropriadas. Se nao, por favor em apagar isso.

Apresentacao Preparacao Checklist

Como parte do processo de submissao, os autores sao obrigados a verificar a conformidade da submissdo com
todos os itens a seguir, e apresentacdes podem ser devolvidos aos autores que ndo aderem a estas
orientagoes.

1. A apresentacdo ndo foi publicado anteriormente, nem é antes de outra revista para apreciagdo (ou uma
explicagdo foi fornecida Comentarios ao Editor).

2. 0O arquivo de submissdo estdo em OpenOffice, Microsoft Word, RTF ou formato de arquivo de
documento do WordPerfect.

3. Quando disponiveis, URLs para as referéncias foram fornecidas.

4, O texto estd em espaco simples; usa uma fonte de 12 pontos; emprega italico ao invés de sublinhar
(exceto em enderecos URL); e com figuras e tabelas sao colocados dentro do texto nos pontos
apropriados, em vez de no final.

5. O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores , que
estad na secdo Sobre a Revista.

6. Se submeter-se a uma segdo com revisdo por pares da revista, as instrugdes Garantir um Blind
Review foram seguidas.
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Nota de direitos autorais

Direitos Autorais dos manuscritos publicados pertencem a revista. Uma vez que eles sdo publicados em uma
revista de acesso aberto, eles estdo disponiveis gratuitamente, para uso particular ou para ser utilizado para
fins educacionais e nao-comerciais.

A revista tem o direito de fazer, no documento original, as mudangas em relagcdo as normas linguisticas,
ortografia e gramatica, com o objectivo de assegurar as normas padrdo da lingua e a credibilidade da

revista. Serd, no entanto, respeitar o estilo de escrita dos autores.

Quando necessario, conceituais alteracbes, corregdes ou sugestdes serdo encaminhadas para os autores. Em
tais casos, o manuscrito deve ser submetido a uma nova avaliagdo depois da revisao.

A responsabilidade pelas opinides expressas nos manuscritos encontra-se inteiramente com os autores.

Declaracao de privacidade

Os nomes e enderecgos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos prestados por
esta publicagdo, nao sendo disponibilizados para qualquer outra finalidade ou a qualquer outra parte.
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