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RESUMO

Perfil enddcrino e reprodutivo de ratos machos em crescimento
suplementados com prebiéticos mananoligossacarideos

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes mananoligossacarideos
(MOS) sobre o perfil enddcrino e reprodutivo de ratos Wistar em crescimento. Para a
realizacao do estudo, foram utilizados 128 ratos machos com idade de 23 dias,
pesando aproximadamente 45 gramas de massa corporal e divididos em quatro
grupos experimentais (n = 32): Grupo controle [dieta basal]; Grupo MOS 1 [dieta
basal + 1g de MOS 1 (composto derivado da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisae, cepa 1026, composta de 17% de a-mananos), por kg da
dieta]; Grupo MOS 2 [dieta basal + 0,4g de MOS 2 (composto de fragao ativa, a-1,3
e a-1,6, mananoproteina, derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30%
de a-manose), por kg da dieta]; e Grupo MOS 3 [dieta basal + 1g de MOS 3
(composto por B-glucanos, mananos, polimeros de manose, quitinas (polimeros de
glucosamina) e galactanos (polimeros de galactose), derivado de uma cepa de
levedura Saccharomyces cerevisae), por kg da dieta]. As dietas solidas e hidricas
foram fornecidas ad libitum durante todo periodo experimental de 56 dias. As
avaliagdes histologicas do sistema reprodutor (testiculos e glandulas adrenais) assim
como as dosagens dos hormdnios cortisol e testosterona, foram realizadas em
quatro periodos experimentais. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
num esquema fatorial 4x4 (4 tratamentos x 4 periodos de coleta: 14, 28, 42 e 56 dias
apos o inicio da administragcdo da ragao). Para determinar se os escores dos
parametros histolégicos diferiram entre os grupos experimentais e entre os
momentos, recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com contrastes
pelo método de Student-Newman-Keuls. Para concentragdes hormonais, os dados
foram submetidos a regressao linear simples considerando o tempo em dias como
variavel independente e as dosagens séricas como variavel dependente. Para todas
as anadlises adotou-se nivel de significancia de 5%. Os grupos suplementados com
MOS apresentaram maiores concentracbes de testosterona, quantidades de
espermatides, espermatozoides e raio dos tubulos seminiferos e menor
concentragao de cortisol (P<0,05). Conclui-se que os prebidticos MOS, derivados da
parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, em ratos puberes levaram a
uma mudanca na esteroidogénese, evidenciado pela diminuicdo de cortisol e
aumento da testosterona plasmatica, com uma antecipacdo na puberdade sexual,
verificada pela maior propor¢gdo de espermatides e espermatozoides e um maior
desenvolvimento dos tubulos seminiferos.

Palavras-chave: Prebidtico, Levedura, Cortisol, Testosterona, Sistema Reprodutor.



ABSTRACT

Endocrine and reproductive profile in gowth males rats supplemented with
prebiotics mannan oligosaccharides

The aim of this study was to evaluate the effect of different mannan oligosaccharides
(MOS) on the endocrine and reproductive profile of growing Wistar rats. A hundred
and twenty eight 23-day- old male rats, weighing 45 grams, were randomly divided
into four groups (n = 8): control group [basal diet]; MOS1 Group [basal diet + 1 g
MOS 1 (mannan oligosaccharide derived from the cell wall of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, strain 1026, composed of 17% of a-mannans), per kg
diet]; MOS2 Group 2 [basal diet + 0.4 g MOS 2 (active fraction, a-1,3 and a-1,6
derived from a mannan oligosaccharides, with 30% of a-mannans), per kg diet ]; and
MOS3 Group [basal diet + 1 g of MOS 3 (B-glucans, mannans, mannose polymers,
chitin (glucosamine polymer) and galactans (galactose polymer) derived from the
yeast strain Saccharomyces cerevisiae) per kg diet]. Food and drinking water were
provided ad libitum for 56 days. Histological evaluations of the reproductive system,
as well as the doses of the hormones were evaluated in four experimental periods.
The design was completely randomized in a 4x4 factorial design (4 treatments x 4
collection periods: 14, 28, 42 and 56 days after the start of administration of feed). To
determine whether the scores of histological parameters differ between the
experimental groups and between times, he used the nonparametric Kruskal-Wallis
test, with contrasts by the Student-Newman-Keuls. For hormone concentrations, the
data were submitted to linear regression considering the time in days as an
independent variable and the serum levels as the dependent variable. For all
analyzes we adopted a significance level of 5%. The groups supplemented with MOS
showed higher testosterone concentrations, quantities of spermatozoa, sperm and
radius of the seminiferous tubules and lower cortisol levels (P <0.05). It follows that
prebiotics MOS derived from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae in pubescent
rats led to a change in steroidogenesis, evidenced by reduction of cortisol and
increased plasma testosterone with an anticipation of sexual puberty verified by a
higher proportion of spermatids and sperm and the further development of the
seminiferous tubules.

Keywords: Prebiotic, Yeast, Cortisol, Testosterone, Reproductive system.
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Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes mananoligossacarideos
(MOS) sobre o perfil enddcrino e reprodutivo de ratos Wistar em crescimento. Para a
realizagcdo do estudo, foram utilizados 128 ratos machos com idade de 23 dias,
pesando aproximadamente 45 gramas de massa corporal e divididos em quatro
grupos experimentais (n = 32): Grupo controle [dieta basal]; Grupo MOS 1 [dieta
basal + 1g de MOS 1 (composto derivado da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisae, cepa 1026, composta de 17% de a-mananos), por kg da
dieta]; Grupo MOS 2 [dieta basal + 0,4g de MOS 2 (composto de fragao ativa, a-1,3
e a-1,6, mananoproteina, derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30%
de a-manose), por kg da dieta]; e Grupo MOS 3 [dieta basal + 1g de MOS 3
(composto por B-glucanos, mananos, polimeros de manose, quitinas (polimeros de
glucosamina) e galactanos (polimeros de galactose), derivado de uma cepa de
levedura Saccharomyces cerevisae), por kg da dieta]. As dietas solidas e hidricas
foram fornecidas ad libitum durante todo periodo experimental de 56 dias. As
avaliagdes histologicas do sistema reprodutor (testiculos e glandulas adrenais)
assim como as dosagens dos hormdnios cortisol e testosterona, foram realizadas em
quatro periodos experimentais. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
num esquema fatorial 4x4 (4 tratamentos x 4 periodos de coleta: 14, 28, 42 e 56 dias
ap6s o inicio da administragcdo da racao). Para determinar se os escores dos
parametros histolégicos diferiram entre os grupos experimentais e entre os
momentos, recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com contrastes


mailto:marinajanini@hotmail.com
mailto:carolcarrion@hotmail.com

11

pelo método de Student-Newman-Keuls. Para concentragdes hormonais, os dados
foram submetidos a regresséo linear simples considerando o tempo em dias como
variavel independente e as dosagens séricas como variavel dependente. Para todas
as analises adotou-se nivel de significancia de 5%. Os grupos suplementados com
MOS apresentaram maiores concentracbes de testosterona, quantidades de
espermatides, espermatozoides e raio dos tubulos seminiferos e menor
concentragao de cortisol (P<0,05). Conclui-se que os prebidticos MOS, derivados da
parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, em ratos puberes levaram a
uma mudanga na esteroidogénese, evidenciado pela diminuicdo de cortisol e
aumento da testosterona plasmatica, com uma antecipacdo na puberdade sexual,
verificada pela maior propor¢cdo de espermatides e espermatozoides e um maior
desenvolvimento dos tubulos seminiferos.

Palavras-chave: Prebidtico, Levedura, Cortisol, Testosterona, Sistema Reprodutor.

Endocrine and reproductive profile in gowth males rats supplemented with

prebiotics mannan oligosaccharides

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of different mannan oligosaccharides
(MOS) on the endocrine and reproductive profile of growing Wistar rats. A hundred
and twenty eight 23-day- old male rats, weighing 45 grams, were randomly divided
into four groups (n = 8): control group [basal diet], MOS1 Group [basal diet + 1 g
MOS 1 (mannan oligosaccharide derived from the cell wall of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, strain 1026, composed of 17% of a-mannans), per kg
diet]; MOS2 Group 2 [basal diet + 0.4 g MOS 2 (active fraction, a-1,3 and a-1,6
derived from a mannan oligosaccharides, with 30% of a-mannans), per kg diet ]; and
MOS3 Group [basal diet + 1 g of MOS 3 (B-glucans, mannans, mannose polymers,
chitin (glucosamine polymer) and galactans (galactose polymer) derived from the
yeast strain Saccharomyces cerevisiae) per kg diet]. Food and drinking water were
provided ad libitum for 56 days. Histological evaluations of the reproductive system,
as well as the doses of the hormones were evaluated in four experimental periods.
The design was completely randomized in a 4x4 factorial design (4 treatments x 4
collection periods: 14, 28, 42 and 56 days after the start of administration of feed). To
determine whether the scores of histological parameters differ between the
experimental groups and between times, he used the nonparametric Kruskal-Wallis
test, with contrasts by the Student-Newman-Keuls. For hormone concentrations, the
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data were submitted to linear regression considering the time in days as an
independent variable and the serum levels as the dependent variable. For all
analyzes we adopted a significance level of 5%. The groups supplemented with MOS
showed higher testosterone concentrations, quantities of spermatozoa, sperm and
radius of the seminiferous tubules and lower cortisol levels (P <0.05). It follows that
prebiotics MOS derived from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae in pubescent
rats led to a change in steroidogenesis, evidenced by reduction of cortisol and
increased plasma testosterone with an anticipation of sexual puberty verified by a
higher proportion of spermatids and sperm and the further development of the
seminiferous tubules.

Keywords: Prebiotic, Yeast, Cortisol, Testosterone, Reproductive system.

Introducgao

Os suplementos alimentares dietéticos quando administrados por via oral,
inevitavelmente, entram em contato com a microbiota no trato gastrointestinal. O
trato gastrointestinal abriga mais de 1.000 espécies microbianas, que juntas
totalizam aproximadamente 100 trilhbes de bactérias, o que € aproximadamente 10
vezes o numero de células do corpo (Crow, 2011).

A microbiota pode transformar uma propor¢cao consideravel de suplementos em
seus metabdlitos correspondentes, e em muitos casos para metabdlitos bioativos
(prebidticos), antes que os ingredientes sejam absorvidos a partir do trato
gastrointestinal (Kim, 2012). Alguns suplementos alimentares nao digeriveis e
classificados como prebidticos, afetam beneficamente o hospedeiro ao estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um numero limitado de
bactérias no colon, melhorando assim a saude do hospedeiro (Gibson et al., 2004).
Para a determinacao de efeitos em humanos, os animais, frequentemente ratos, séao
utilizados para determinar a natureza de um substrato de prebidticos (Rowland and
Tanaka, 1993).

Os prebidticos mananoligossacarideos (MOS) sao moléculas complexas que
estdo ligadas a porgbes de proteinas presentes na parede celular da levedura

Saccharomyces cerevisiae (Lesage and Bussey, 2006) e a sua administragao
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confere beneficios imediatos que estdo associados com a fixagdo e remocgao de
possiveis agentes patogénicos do sistema digestivo (Ferket, 2003). Além disso, os
beneficios dos prebidticos em humanos em crescimento inclui o estabelecimento de
microbiota saudavel, produgao benéfica de acidos graxos de cadeia curta, aumento
da absorgcdo de minerais, diminuicdo do pH intestinal e modulacdo da funcgao
imunoldgica (Czarnecki-Maulden, 2008).

Savignac et al. (2013) demonstraram em ratos que os prebidticos promovem o
crescimento de bactérias intestinais benéficas, lactobacilos e bifidobactérias, que
tém efeitos neurotropicos e reguladores do estresse, medido pelo horménio cortisol
(Crumeyrolle-Arias et al., 2014). A composi¢do da microbiota intestinal também foi
reconhecida como um ponto importante para a comunicacédo bidirecional do eixo
cérebro-intestinal, as vias neurais, imunolégicas e enddcrinas (Rhee et al., 2009;
Cryan and Dinan, 2012). Os hormdnios sexuais, em especial estrogénios,
desempenham um papel enddocrino importante na fisiopatologia do trato
gastrointestinal (Gl) incluindo a regulagado da fungdo motora e sensorial (Ji et al.,
2008; Hogan et al., 2009).

Nesse contexto, podemos dizer que os prebidticos podem ser ferramentas uUnicas
na geracgao e selecdo da microbiota do célon, influenciando as condig¢des fisioldgicas
do individuo, apesar dos resultados serem muito preliminares (Roberfroid, 2007). E
importante salientar que diversas hipoteses tém sido levantadas e que o efeito real
dos prebidticos no sistema reprodutor ainda é questionavel. Por isso a proposta do
presente estudo, foi avaliar a acdo de diferentes MOS sobre as concentragdes
plasmaticas de testosterona e cortisol, assim como o desenvolvimento do sistema
reprodutor, mediante parédmetros histomorfométricos dos o6rgaos reprodutivos de

ratos em fase de crescimento e desenvolvimento dos gametas masculinos.

Materiais e métodos

Animais e dietas

Para a realizagdo do experimento foram utilizados 128 ratos machos da linhagem

Wistar, com 23 dias de idade, peso corporal de 46,17 + 4,99 g, alojados em gaiolas

individuais com livre acesso a ragdo e agua. Os animais foram mantidos em
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temperatura média de 23+1°C e luminosidade controlada (12 horas de luz/escuro). O
consumo da ragdo, agua e o peso corporal foram monitorados trés vezes por
semana e foram utilizados para calcular o consumo alimentar acumulado (CAA), o
consumo médio de agua (CAG) e o ganho de peso (GP) dos animais. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo 1175 e
1177, em 2012 (Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil).
Foram formuladas quatro rag¢des (Tabela 1), que compuseram os tratamentos
durante o periodo experimental de 56 dias. No grupo controle (GC), os animais
foram alimentados com uma racgéo controle. No grupo MOS 1 (GM1), foi fornecido
ragao controle acrescida de 1g do produto MOS 1 (mananoligossacarideo, derivado
da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, cepa 1026, composta de
17% de a-mananos), por kg da ragéo. A dieta do grupo MOS 2 (GM2) foi composta
da racéo controle adicionada de 0,4g do produto MOS 2 (fragdo ativa, a-1,3 e a-1,6
mananoproteina, derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de a-
mananos), por kg da ragédo. E por fim, a racdo do grupo MOS 3 (GM3), que foi
composta da ragao controle incorporada com 1g do produto MOS 3 [B-glucanos,
mananos, polimeros de manose, quitinas (polimeros de glucosamina) e galactanos
(polimeros de galactose), derivado de uma cepa de levedura Saccharomyces

cerevisiae], por kg da ragao.

Tabela 1. Composicdo de ingredientes e nutrientes das dietas experimentais”

Composicao da dieta (%)

Ingrediente (g/100g)

GC? GM1° GM2* GM3°
Milho moido 22,18 22,18 22,18 22,18
Trigo moido 22,26 22,26 22,26 22,26
Farelo de trigo 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de soja (49% proteina) 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de peixe (60% proteina) 4,00 4,00 4,00 4,00
Farinha de alfafa (17% proteina) 7,50 7,50 7,50 7,50
Cascas de aveia 8,50 8,50 8,50 8,50
Celulose purificada 5,50 5,40 5,46 5,40
Oleo de milho 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de soja 3,00 3,00 3,00 3,00
Levedura seca de cerveja 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de sodio 0,30 0,30 0,30 0,30
Fosfato de calcio 0,40 0,40 0,40 0,40

Carbonato de calcio 0,90 0,90 0,90 0,90
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Cloreto de colina (70% de colina) 0,26 0,26 0,26 0,26
Metionina 0,20 0,20 0,20 0,20
MOS 1° - 0,10 - -
MOS 27 - - 0,04 -
MOS 3° - - - 0,10
Premix vitaminico® 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix mineral' 0,50 0,50 0,50 0,50
Total 100 100 100 100
Composicao analisada

Proteina (%) 15,01 14,96 14,97 14,98
Gordura (%) 8,32 14,96 14,97 14,98
Fibra (%) 9,28 9,32 9,22 9,25
Carboidratos (%) 52 52 52 52
Energia (Kcal/g) 3,39 3,40 3,40 3,39

Delineamento experimental

Inicialmente, os 128 ratos foram distribuidos nos quatro grupos experimentais (n =
32). Na sequéncia, em cada momento de avaliagdo dos pardmetros hormonais e
histologicos (14, 28, 42 e 56 dias apds o inicio do periodo experimental), 8 animais
de cada grupo foram retirados aleatoriamente para a realizagao das analises.

Para tanto, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com uma
dosagem de 30 mg.Kg™” de peso vivo de Tiopental 50 mg.mL™" (Thiopentax, Cristalia
- Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. — Sdo Paulo/SP, Brasil) e o sangue,
colhido por puncdo cardiaca, foi centrifugado para obtengdo do plasma e
posteriormente transferido para microtubos de plastico e armazenados em freezer a
- 20°C, para analise do perfil hormonal. As dosagens de cortisol e testosterona foram
realizadas por kits comerciais pela técnica de radioimunoensaio (RIE) (Coat-a-Count,
DPC, Los Angeles, CA, USA).

ApOs a eutanasia por exsanguinagao, os 6rgaos, testiculos e glandulas adrenais,
foram retirados, pesados em balanga analitica digital (Shimadzu - modelo AY220,
Japan) e fixados em solugdo de Davidson por aproximadamente 24 horas e,
posteriormente, foram lavados em agua corrente e transferidos para uma solugéao de
alcool 70% (Paiva et al., 2005).

Analises histologicas
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As amostras colhidas foram processadas conforme a técnica de rotina histologica
para microscopia éptica e inclusdo em parafina. Com o auxilio do micr6tomo rotativo,
foram obtidos cortes histolégicos semi-seriados com 5 um de espessura de todas as
amostras. Os cortes foram dispostos em |aminas e corados pelo método da
hematoxilina e eosina (HE) (Tolosa et al., 2003). Para a realizagdo das analises
microscopias dos parametros histologicos avaliados, utilizou-se no minimo de 10
fotografias por rato, para cada parametro e na objetiva de 200x, com a camera
DM750 Leica e o software de aquisicdo de imagens ICC50 HD Qwin para Windows.
Todos os pardmetros foram medidos com a mesma ampliacdo, iluminacdo e as
fotografias foram capturadas sempre pelo mesmo técnico.

Foram feitas leituras das laminas da glandula adrenal quanto aos parametros:
degeneragao cortical, degeneragdo medular, necrose cortical, necrose medular,
hiperplasia cortical, adenoma e adenocarcinoma, através de escores [0: auséncia; 1:
alteracao leve (1 a 3 campos); 2: alteragcdo moderada (4 a 6 campos); e 3: alteragéo
acentuada (> 6 campos).

As leituras dos testiculos foram analisadas quanto aos seguintes parametros:
dilatagdo tubular, contragao tubular, degeneragdo do epitélio germinativo, necrose
do epitélio germinativo, sertolioma, seminoma, tumor de células intersticial [O:
auséncia; 1: alteracao leve (1 a 3 campos); 2: alteragdo moderada (4 a 6 campos); 3:
alteracdo acentuada (> 6 campos)], quantidade de espermatides, quantidade de
espermatozoides (0: auséncia; 1: leve; 2: moderada; e 3: acentuada) e ducto

seminifero (medida de raio).

Analises estatisticas

Os resultados do consumo acumulado de alimento e agua, bem como o ganho de
peso foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do pds-teste de
Tukey.

Para verificar se as concentragdes plasmaticas de testosterona e cortisol diferiram
entre grupos tratados, foram ajustadas regressdes lineares simples, nas quais se
considerou o tempo em dias como variavel independente e as dosagens séricas
como variaveis dependentes. Os interceptos e coeficientes angulares das retas

ajustadas foram comparados dois a dois entre diferentes tratamentos pelo teste t.



17

Os resultados das leituras das laminas foram calculados, individualmente, através
de medianas dos escores das altera¢des avaliadas. Para determinar se as medianas
dos escores das lesdes diferiram entre grupos experimentais e entre momentos,
recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com contrastes pelo método
de Student-Newman-Keuls.

Todas as analises foram conduzidas no software Bioestat 5.3, adotando-se o nivel
significancia de 5% (Ayres et al., 2007).

Resultados

Os consumos alimentares médios acumulados nao diferiram entre os grupos
experimentais. Da mesma forma nao foi observada alteracdo no padrao de consumo
médio de agua e no ganho de peso com a inclusdo dos trés diferentes MOS nas
dietas (Tabela 2).

Tabela 2. Consumo acumulado alimentar [CAA (g)], consumo médio de agua [CAG (mL)] e
ganho de peso (GP) nos ratos dos grupos: controle (GC), MOS 1 (GM1), MOS 2 (GM2) e

MOS 3 (GM3). Valores apresentados como média + desvio padr&o (n = 8 grupo)'.

Variaveis GC GM1 GM2 GM3

CAA 1053,71 + 38,85 994,76 + 40,51 977,97 + 58,51 976,92 + 60,66
CAG 26,43 + 5,21 27,42 £ 4,98 27,87 £ 5,43 27,61 +4,75

GP 550,5 + 12,1 543,6 + 11,7 540,8 £ 12,3 536,9 £ 9,0

GC = Grupo controle (dieta basal); GM1 = Grupo MOS 1 (dieta basal + 1g de MOS 1 [mananoligossacarideo,
derivado da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, cepa 1026, composta de 17% de a-
mananos]; GM2 = Grupo MOS 2 (dieta basal + 0.4g de MOS 2 [fracdo ativa, a-1,3 e a-1,6 mananoproteina,
derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de a-mananos]; GM3 = Grupo MOS 3 (dieta basal +
1g de MOS 3 [B-glucanos, mananos, polimeros de manose, quitinas (polimeros de glucosamina) e galactanos
gpoll'meros de galactose), derivado de uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiag).

N&o houve diferencga estatistica significativa entre os grupos, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*Resultados expressos em porcentagem.
Fonte: Elaboracdo dos autores.

Com relagdo ao peso das glandulas adrenais, ndo foi encontrada diminuigdo
significativa entre os grupos. Porém, os resultados revelaram que a ingestdo de

prebiotico, nos grupos GM2 e GM3, ocasionou diminuigdo significativa na
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concentragdo plasmatica do horménio cortisol (Tabela 3). Os resultados da
concentragao do cortisol foram comparados através de regressdes lineares simples
ajustadas dos tratamentos (Tabela 4, Figura 1).

A média do peso dos testiculos dos grupos suplementados com MOS néo diferiu

significativamente do grupo controle (Tabela 3), dentro dos momentos avaliados.
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Tabela 3. Efeito da suplementacdo de mananoligossacarideos na dieta, em quatro
momentos amostrais, sobre o peso das glandulas adrenais e testiculos e concentragéo de
cortisol e testosterona de ratos em fase de crescimento. Valores expressos como média e

desvio padrao.

Tratamentos Momentos' Glandulas Cortisol Testiculos Testosterona
Adrenais (g) ° (ug/dL) 9° (ug/dL)
1 0,0357 + 0,0039 19,37 + 2,48 0,4752 + 0,0643 0,47 +0,13
2 0,0353 + 0,0067 19,29 + 1,89 1,2584 + 0,1054 0,51+0,42
GC
3 0,0345 + 0,0051 19,07 + 2,21 1,6894 + 0,1540 0,78 £ 0,21
4 0,0345 + 0,0023 19,12 + 1,47 2,1884 + 0,1619 1,10+ 0,18
1 0,0460 + 0,0127 18,20 + 2,77 0,5563 + 0,0727 0,63 +0,29
2 0,0445 + 0,0065 18,33 + 4,20 1,3272 + 0,1784 0,83+ 0,29
GM1
3 0,0434 + 0,0094 19,32 + 6,06 1,7663 + 0,1221 1,08 + 0,24
4 0,0422 + 0,0087 18,41 +2,70 2,2572 + 0,1254 1,49 + 0,30
1 0,0467 + 0,0079 20,29 + 3,29 0,5627 + 0,0709 0,79+0,19
2 0,0449 + 0,0054 18,23 + 4,40 1,3392 + 0,1795 1,02 + 0,22
GM2
3 0,0448 + 0,0087 18,19 + 3,36 1,7820 + 0,1239 1,36 + 0,47
4 0,0438 + 0,0087 18,19 + 3,55 2,3692 + 0,1736 1,81 + 0,20
1 0,0525 +0,0127 20,58 + 3,93 0,5695 + 0,0505 0,82 +0,35
2 0,0454 + 0,0059 18,37 + 2,01 1,3910 + 0,1773 1,09 + 0,39
GM3
3 0,0452 + 0,0056 17,96 + 3,50 1,8463 + 0,1660 1,63 + 0,30
4 0,0443 + 0,0057 17,83+ 4,14 2,4090 + 0,1949 1,95+ 0,33

! Momentos amostrais: 1 (14 dias); 2 (28 dias); 3 (42 dias); e 4 (56 dias) apds o inicio do periodo experimental.

Nao houve diferenga significativa entre os grupos, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Figura 1. Regressdes lineares simples, considerando-se os resultados das dosagens de

cortisol (ug/dL) no plasma sanguineo, a cada 14 dias, de ratos em crescimento e

suplementados ou ndo com trés diferentes mananoligossacarideos adicionados na dieta.
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Tabela 4. Resultado das comparacgoes estatisticas entre interceptos (int.) e coeficientes

angulares (beta) dos modelos de regresséo linear simples, considerando-se os resultados

das dosagens de cortisol (ug/dL) e testosterona (ug/dL) como variavel dependente e o

tempo em dias como independente.

Tratamentos
Parametros GC GM1 GM2 GM3
int. beta int. beta int. Beta int. Beta
Testosterona  0,1387 0,0162" 02952  0,0203° 03997  0,0241° 03986  0,0279°
Cortisol 18,1783  0,0409" 19,2725  -0,0205° 19,2511  -0,0247° 19,7103  -0,0336°

Parametros seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticas significativas (p< 0,05).
Fonte: Elaboracdo dos autores.

Figura 2. Regressodes lineares simples, considerando-se os resultados das dosagens de

testosterona (ug/dL) no plasma sanguineo, a cada 14 dias, de ratos em crescimento e

suplementados ou ndo com trés diferentes mananoligossacarideos adicionados na dieta.
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Foram avaliadas também as frequéncias dos escores relativos as alteracdes
visualizadas em cortes histolégicos dos testiculos (Tabela 5) e as mensuragdes dos
raios dos tubulos seminiferos (Tabela 6). Os parametros medidos de degeneragao
cortical, degeneragdo medular, necrose cortical, necrose medular, hiperplasia
cortical, adenoma e adenocarcinoma da glandula adrenal ndo apresentaram
diferenga significativa entre os grupos ou entre os momentos.

Os resultados das leituras dos testiculos: dilatagdo tubular, contracido tubular,
degeneragao do epitélio germinativo, necrose do epitélio germinativo, sertolioma,
seminoma, tumor de células intersticial foram comparadas entre os grupos e entre os
momentos e nao revelaram diferenga significativa.

No parametro quantidade de espermatides, houve aumento significativo entre os
grupos suplementados com MOS e o grupo controle e também dentro dos
momentos 1, 2 e 3. Porém, no momento 4 nao foi determinada diferencga estatistica
entre os grupos suplementados com MOS e o grupo controle. O mesmo observou-se
em relagéo a quantidade de espermatozoides, pois 0s grupos suplementados com o
prebiotico MOS apresentaram aumento significativo em relagdo ao grupo controle e
nos momentos 2, 3 e 4 (Tabela 5).
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Tabela 5. — Frequéncias dos escores relativos ao numero de células espermaticas em cortes histoldgicos do testiculo de ratos submetidos a
quatro dietas diferentes, em quatro momentos amostrais.

Escores relativos a quantidade de espermatides

Momentos’
Grupos
M1 M2 M3 M4 p*
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
GC 10 0 0 0 5 5 0 0 0 0 6 4 0 0 0 10 0
(] 0 0 (] 5 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (50%) (50%) (0%) (0%) (0%) (0%) (60%) (40%) (0%) (0%) (0%) (100%)
GM1 10 0 0 0 0 5 5 0 0 0 4 6 0 0 0 10 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (]
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (50%) (50%) (0%) (0%) (0%) (40%) (60%) (0%) (0%) (0%) (100%)
GM2 2 8 0 0 0 0 7 3 0 0 0 10 0 0 0 10 0
(1] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (] 0 0 0 (]
(20%) (80%) (0%) (0%) (0%) (0%) (70%) (30%) (0%) (0%) (0%) (100%) (0%) (0%) (0%) (100%)
GM3 2 8 0 0 0 0 2 8 0 0 0 10 0 0 0 10 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(20%) (80%) (0%) (0%) (0%) (0%) (20%) (80%) (0%) (0%) (0%) (100%) (0%) (0%) (0%) (100%)
p** 0,0002 0 0,0029 1,000
Escores relativos a quantidade de espermatozoides
Momentos'
Grupos "
M1 M2 M3 M4 P
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
GC 10 0 0 0 9 1 0 0 0 6 4 0 0 0 8 2 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (90%) (10%) (0%) (0%) (0%) (60%) (40%) (0%) (0%) (0%) (80%) (20%)
GM1 10 0 0 0 2 8 0 0 0 4 4 2 0 0 3 7 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (20%) (80%) (0%) (0%) (0%) (40%) (40%) (20%) (0%) (0%) (30%) (70%)
GM2 8 2 0 0 0 7 3 0 0 3 3 40 0 0 4 6 0
(80%) (20%) (0%) (0%) (0%) (70%) (30%) (0%) (0%) (30%) (30%) (40%) (0%) (0%) (40%) (60%)
GM3 8 2 0 0 0 5 5 0 0 1 3 6 0 0 0 10 0
(80%) (20%) (0%) (0%) (0%) (50%) (50%) (0%) (0%) (10%) (30%) (60%) (0%) (0%) (0%) (100%)
p** 0,5767 0 0,0214 0,0035

' Momentos amostrais apos o inicio do periodo experimental: 1 (14 dias); 2 (28 dias); 3 (42 dias); e 4 (56 dias).
p* = valores de significancia no teste de Kruskall-Wallis para comparagées entre tratamentos;
p** = valores de significancia no teste de Kruskall-Wallis para comparagdes entre momentos;

Os escores relativos foram classificados de 0 a 3, sendo 0 = auséncia em 10 campos; 1= leve (1 a 3 de 10 campos); 2 = moderada (4 a 6 de 10 campos); e 3 = acentuada (> 6 de 10 campos).
Fonte: Elaboragéo dos autores.
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No que diz respeito aos raios dos tubulos seminiferos, no presente estudo foi
observada diferenga estatistica entre os grupos suplementados com MOS e o grupo
controle nos momentos 2, 3 e 4, com maior desenvolvimento dos tubulos seminiferos nos

grupos tratados com MOS. (Tabela 6).

Tabela 6. Medidas dos raios dos tubulos seminiferos de testiculos de ratos em crescimento
suplementados com diferentes mananoligossacarideos. Valores expressos em média * desvio

padrao.

Momentos' / Tubulos Seminiferos (um)

Tratamentos
1 2 3 4
GC 30,62 + 0,99 43,12 +1,32" 48,73 +1,01" 54,83 + 1,86"
GM1 30,90 £ 0,76" 50,21 + 1,85° 56,44 + 1,00° 63,65 + 2,76°
GM2 31,07 £0,71" 53,11 + 1,30° 60,96 + 2,05° 65,57 + 3,32°
GM3 31,37 £0,71" 54,29 + 1,23° 61,95 + 1,91° 65,72 + 3,15°

1 Momentos amostrais apos o inicio do periodo experimental: 1 (14 dias); 2 (28 dias); 3 (42 dias); e 4 (56 dias).
Letras maiusculas diferentes nas colunas diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaboragao dos autores.

Discussao

Apesar da diminui¢do do consumo alimentar dos grupos suplementados com MOS nao
ter sido significativa (P>0,05), estudos utilizando outro prebidtico, oligossacarideo,
revelaram que a suplementagdo foi associada a diminuicdo do consumo alimentar
(Daubioul et al., 2002; Cani et al., 2009). Os prebioticos podem estar relacionados a
modulagcdo de peptideos gastrintestinais envolvidos na regulacdo da ingestdo de
alimentos, os quais sao produzidos pelas células L enddcrinas do trato gastrintestinal, e a
expressao dos genes pro-glucagon nestas células que leva a secrecao de diferentes
peptideos, tais como GLP-1, GLP-2, grelina e oxintomodulina, envolvidos na regulagéo da
ingestao de alimentos e consumo de energia (Pereira, 2013).

Esperava-se que o0 consumo médio de agua fosse aumentar nos grupos
suplementados com prebidticos, pois a inclusdo desse aditivo na dieta (Kawauchi, 2008),
aumenta a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e estimula a absorgéo de
agua e eletrdlitos (Kawauchi, 2008), principalmente no colon (Elsen and Bistrian, 1991),
alterando beneficamente o tempo de trénsito intestinal (Rosenfeldt et al., 2004) e a
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producédo de fezes solidas (Elsen and Bistrian, 1991). Em ratos e humanos, a utilizagdo de
oligofrutose e inulina, exerceu um efeito osmaético no trato gastrintestinal, transferindo
agua para o intestino grosso (Kaur and Gupta, 2002) e aumentando o seu consumo (Diez
et al.,, 1998). Em caes, Hesta et al. (2003) verificaram uma menor consisténcia das
excretas e aumento do consumo de agua, quando incorporaram um frutoligossacarideo
na dieta, esse resultou numa maior retengao de agua.

Como observado na Tabela 2, ndo foi observada diminuigéo significativa (P>0,05) com
a inclusdo dos trés diferentes MOS nas dietas, apesar de varios estudos, em roedores e
humanos, terem constatado a esse prebidtico tal efeito (Piche et al., 2003), devido a
benéfica modulacado da microbiota intestinal, ao efeito fibra-preenchimento e a reducao da
absorcao de gordura, mesmo com a manutengdo da ingestdo normal da dieta (Keithley
and Swanson, 2005; Asano et al., 2005, 2006; Kumao and Fuijii, 2006; Kumao et al., 2006;
Ley et al., 2006; Takao et al., 2006; Roberfroid et al., 2010).

Os estudos realizados por Davis et al. (2004) e Grela et al. (2006) poderiam explicar as
diferencas encontradas no presente estudo, pois esses autores relatam que concentragao
maior (0,2%) do que as que foram utilizados nesse estudo (0,04 a 0,1%) seria necessaria
para que o efeito quelante sobre as bactérias seja potencializado. Vandenplas et al.
(2014) relatam que diferengas entre os prebiodticos, no nosso caso, cepas de leveduras e
dosagens, podem também resultar em variagdo no ganho de peso. Além disso,
compostos diferentes nas suas fragdes podem nao ser tdo seletivos, fermentando nao
somente bifidobactérias e/ou lactobacilos (Mitsuoka, 1992; Mosenthin and Bauer, 2000) e

diminuindo com isso o seu efeito benéfico.

Todos os grupos de animais foram submetidos as mesmas condigcbes de manejo,
visando a reducdo do nivel de estresse e o0 aumento do bem-estar animal no macro e
microambiente (Allmann-Iselin, 2000), contribuindo para o aumento da confiabilidade e
reprodutibilidade dos dados experimentais, pois segundo Wellman (2001), o estresse
continuo, em animais, estimula as adrenais, pelo horménio adrenocorticotrofico (ACTH),
levando ao aumento de peso destas glandulas (Wellman, 2001; Bloss et al., 2011) e a
retirada ou atenuacdo da fonte estressora, pode levar a diminuicdo da peso da adrenal

em ratos (Azevedo, 1994).

A administracdo dos prebidticos MOS podem modular o eixo hipotalamico-hipéfise-
adrenal (HPA) de uma forma semelhante como observada na administracéo direta de
estirpes probidticas em roedores (Sudo et al., 2004; Gareau et al., 2007) e humanos
(Messaoudi et al., 2011; Schmidt et al., 2015). Segundo Pruessner et al. (1997) e Kunz-
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Ebrecht et al. (2004), a concentragdo do hormdnio cortisol € um marcador confiavel da
atividade do eixo HPA e em humanos em situagdo de estresse, a concentracdo desse
horménio foi encontrado aumentado (Pruessner et al., 1997; Kunz-Ebrecht et al., 2004),

assim como em individuos com alto risco de depressao (Mannie et al., 2007).

Os prebidticos utilizados atuaram beneficamente no eixo HPA, evidenciado pela
diminuicdo do hormdnio cortisol. Além disso, foi observado aumento nas concentragdes
plasmaticas de testosterona nos grupos tratados com MOS, o que provavelmente esta
relacionado a diminuigdo dos niveis de cortisol nesses grupos, refletindo um menor
estresse nesses animais. Pesquisas demonstraram que estressantes ambientais, tais
como temperatura, instalagdes, manejo, social, etc aumentam a secregdo enddgena de
horménio adrenocorticotrofico (ACTH), levando ao aumento de peso das glandulas
adrenais (Wellman, 2001; Bloss et al., 2011).

O horménio ACTH estimula a adrenal a produzir cortisol e esteroides sexuais, os quais
inibem ou alteram a secregdo de horménios gonadotréficos, causando problemas de
infertilidade ou baixa eficiéncia reprodutiva (Hennessy and Williamson, 1983; Tsuma et al.,
1996; 1998; Kirby et al., 2009). A alteragdo enddécrina dos animais ocorre centralmente
pela ativagdo do eixo HPA e consequentemente supressdo da atividade do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG), por meio da inibicdo da secrecao do hormoénio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Rivier and Rivest, 1991). Essa alteracdo dos eixos
endocrinos causa a supressao da liberagdo do hormonio luteinizante (LH) da hipofise (Du
Ruisseau et al., 1979; Gonzalez-Quijano et al., 1991), principalmente no estresse cronico
(Mari¢ et al., 1996), podendo acarretar na supressdo do comportamento sexual (Retana-
Marquez et al., 2003).

Outros trabalhos demonstram que o estresse agudo também pode levar a uma
diminuicao da testosterona sem alterar os niveis de LH (Charpenet et al., 1981; Mann and
Orr, 1990; Mari¢ et al., 1996). O estresse leva a uma diminuicdo das enzimas
esteroidogénicas, citocromo 17 a hidroxilase (P45017q, liase) e 3B hidroxidesidrogenase
(3BHSD) nas células de Leydig, responsaveis pela lise da pregnenolona e producéo de
androgénios, respectivamente, e consequente reducdo na produgdo de testosterona
(Mari¢ et al., 1996).

A média do peso dos testiculos dos grupos suplementados com MOS nao diferiu
significativamente do grupo controle (P>0,05) (Tabela 3), dentro dos momentos avaliados.
Entre os momentos né&o foi feita a analise estatistica da média do peso dos testiculos dos
grupos suplementados com MOS, pois nessa espécie o desenvolvimento testicular pos-
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natal comeca cedo e a maturagdo progride de forma constante (Marty et al., 2003),
embora a produgédo por unidade de peso do testiculo rapidamente atinge um valor
maximo (Setchell, 1978). Esse prebidtico foi estudado em aves e nao resultou no aumento
do peso dos testiculos (Sojoudi et al., 2012), porém, indiretamente, acarretaram um
aumento significativo (P<0,05) na concentragdo do hormoénio testosterona no plasma
sanguineo (Tabela 3 e 4; Figura 2), pois 0 MOS quando adicionados a dieta, aumentam o
numero de bactérias probidticas acido laticas (Van Der Wielen et al., 2002). Em humanos,
a suplementagdo com MOS também acarreta o0 aumento direto dos niveis sanguineos de
testosterona (Poutahidis et al., 2014).

Ojeda et al. (1980) descreveram o desenvolvimento sexual de rato pds-natal do sexo
masculino em quatro fases: um periodo neonatal desde o nascimento até 7 dias de idade,
um periodo de dias pds-natal infantil, 8-21 um periodo juvenil que se estende até cerca de
35 dias de idade, e um periodo peripuberal até 55 a 60 dias de idade, que terminam
quando espermatozdides maduros sao vistos no canal deferente. Neste estudo, o
aumento na quantidade de espermatides observada nos momentos 1, 2 e 3, pode ser
devido a acédo indireta do aumento do hormdnio testosterona, permitindo que as células
germinativas completassem a meiose (Walker et al., 2011). O mesmo se observou em
relagdo a quantidade de espermatozoides, pois os grupos suplementados com MOS
apresentaram diferenga significativa (P<0,05) em relagdo ao grupo controle e nos
momentos 2, 3 e 4 (Tabela 5). Esses achados condizem com estudos prévios em que 0s
glicocorticoides afetam a espermatogénese e podem causar parada meiotica nas células
germinativas, ja que os glicocorticoides tém receptores localizados nas células de Leydig
e em espermatocitos na profase | da meiose (Page et al., 2001; Nair et al., 2002).

A regulacdo da espermatogénese depende de hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e
testosterona. Enquanto o FSH tem fung¢do principal no desenvolvimento do testiculo
imaturo, causando a proliferagdo das células de Sertoli e a progressao da espermatogénia
A para espermatogbnia B, a testosterona sozinha pode manter a completa
espermatogénese (Walker and Cheng, 2005; Wahbah et al., 2010). O FSH e a
testosterona tém receptores nas células de Sertoli e provavelmente modulam a
espermatogénese regulando a fungao das células de Sertoli (Sofikitis et al., 2008).

Juntos esses dados indicam uma antecipacio da puberdade nos ratos machos tratados
com prebidticos MOS, pela mudanga nos eixos esteroidogénicos e pela maior

espermatogénese aos 51 e 65 dias de idade.
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Os resultados apresentados na Tabela 6 confirmam os dados anteriores e reforcam a
hipotese de que o tratamento com o prebidtico acelerou a maturidade sexual dos ratos.
Mais além, Wahbah et al. (2010) demonstraram que os glicocorticoides interferem
negativamente na puberdade de ratos machos, a aplicagdo de dexametasona levou a
uma desordem na morfologia dos tubulos seminiferos, apresentando membrana basal
irregular e desorganizada em algumas areas, com células do epitélio germinativo
estratificado apresentando vacuolos no seu citoplasma. O periodo da puberdade é critico
e o cortisol tem grande influéncia nessa fase na secrecdo de testosterona e na
proliferagao das células de Sertoli e germinativas (Fracavilla et al., 2000; Wahbah et al.,
2010).

Conclui-se que os prebidticos MOS, derivados da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae, em ratos puberes levaram a uma mudanga na
esteroidogénese, evidenciado pela diminuicdo de cortisol e aumento da testosterona
plasmatica, com uma antecipacdo na puberdade sexual, verificada pela maior proporg¢ao
de espermatides e espermatozoides e um maior desenvolvimento dos tubulos

seminiferos.
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Tabela 1. Composicio de ingredientes e nutrientes das dietas experimentais'.

Composic¢do da dieta (%)

Ingrediente (g/100g)

GC? GM1® Gm2* GM3®
Milho moido 22,18 22,18 22,18 22,18
Trigo moido 22,26 22,26 22,26 22,26
Farelo de trigo 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de soja (49% proteina) 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de peixe (60% proteina) 4,00 4,00 4,00 4,00
Farinha de alfafa (17% proteina) 7,50 7,50 7,50 7,50
Cascas de aveia 8,50 8,50 8,50 8,50
Celulose purificada 5,50 5,40 5,46 5,40
Oleo de milho 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de soja 3,00 3,00 3,00 3,00
Levedura seca de cerveja 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de sddio 0,30 0,30 0,30 0,30
Fosfato de calcio 0,40 0,40 0,40 0,40
Carbonato de calcio 0,90 0,90 0,90 0,90
Cloreto de colina (70% de colina) 0,26 0,26 0,26 0,26
Metionina 0,20 0,20 0,20 0,20
MOS 1° - 0,10 - -
MOS 2’ - - 0,04 -
MOS 3° - - - 0,10
Premix vitaminico’ 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix mineral'’ 0,50 0,50 0,50 0,50
Total 100 100 100 100
Composig¢ao analisada
Proteina (%) 15,01 14,96 14,97 14,98
Gordura (%) 8,32 14,96 14,97 14,98
Fibra (%) 9,28 9,32 9,22 9,25
Carboidratos (%) 52 52 52 52
Energia (Kcal/g) 3,39 3,40 3,40 3,39

' Adaptado de Rao (1996); 2 Grupo controle; * Grupo MOS 1; * Grupo MOS 2; > Grupo MOS 3; ® Mananoligossacarideo, derivado da
parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, cepa 1026, composta de 17% de a-mananos; 7 Fragdo ativa, a-1,3 ¢ o-1,6
mananoproteina, derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de o-mananos; ® B-glucanos, mananos, polimeros de
manose, quitinas (polimeros de glucosamina) e galactanos (polimeros de galactose), derivado de uma cepa de levedura
Saccharomyces cerevisiae; ® Premix vitaminico/kg: acido nicotinico, 23 mg; pantotenato, 10 mg; piridoxina, 6,3 mg; tiamina, 4 mg;
riboflavina, 3,3 mg; acido fdlico, 1,1 mg; biotina, 0,2 mg; vitamina B12, 52mg; vitamina E, 75UI; vitamina A, 4000UI; vitamina D3,
1.000 UI; vitamina K, 1 mg; colina, 1000 mg; com farelo de trigo como veiculo; e ' Premix mineral mg/kg: magnésio, 514; ferro,
35; zinco, 12; manganés, 10; cobre, 2; iodo, 0,2; crémio 0,2; carbonato de célcio como veiculo.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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1 Tabela 2. Consumo acumulado alimentar [CAA (g)], consumo médio de dgua [Ca (mL)] e ganho de peso (GP) nos
2 ratos dos grupos: controle (GC), MOS 1 (GM1), MOS 2 (GM2) e MOS 3 (GM3). Valores apresentados como média +
3 desvio padrio (n = 8 grupo)'.

Varidveis GC GM1 GM2 GM3
CAA 1053,71 + 38,85 994,76 £ 40,51 977,97 £ 58,51 976,92 + 60,66
Ca 26,43 £ 5,21 27,42 + 4,98 27,87+ 5,43 27,61 +4,75
GP” 550,5+ 12,1 543,6 £ 11,7 540,8 £ 12,3 536,9+£9,0

GC = Grupo controle (dieta basal); GM1 = Grupo MOS 1 (dieta basal + 1g de MOS 1 [mananoligossacarideo, derivado da parede
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, cepa 1026, composta de 17% de a-mananos]; GM2 = Grupo MOS 2 (dieta basal +
0.4g de MOS 2 [fragdo ativa, o-1,3 e o-1,6 mananoproteina, derivada de um mananoligossacarideo, apresentando 30% de o-
mananos]; GM3 = Grupo MOS 3 (dieta basal + 1g de MOS 3 [B-glucanos, mananos, polimeros de manose, quitinas (polimeros de
glucosamina) e galactanos (polimeros de galactose), derivado de uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae).

"'N#o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Resultados expressos em porcentagem.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Tabela 3. Efeito da suplementacdo de mananoligossacarideos na dieta, em quatro momentos amostrais, sobre o peso

das glandulas adrenais e testiculos e concentragdo de cortisol e testosterona de ratos em fase de crescimento. Valores

[ N N P G QU G |
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expressos como média e desvio padrio.

18
19

Tratamentos Momentos' Glén@ulas , Cortisol Testiazllos Testosterona
Adrenais (g) (ng/dL) (8 (ng/dL)
1 0,0357 +0,0039 19,37 +£2,48 0,4752 +0,0643 0,47+0,13
2 0,0353 £ 0,0067 19,29 + 1,89 0,5563 £0,0727 0,51+0,42
aoc 3 0,0345 £ 0,0051 19,07 £2,21 0,5627 £0,0709 0,78 £ 0,21
4 0,0345 £ 0,0023 19,12+ 1,47 0,5695 £+ 0,0505 1,10£0,18
1 0,0460 £ 0,0127 18,20 £ 2,77 1,2584 +0,1054 0,63 +0,29
2 0,0445 + 0,0065 18,33 £ 4,20 1,3272 £0,1784 0,83 +0,29
oMl 3 0,0434 + 0,0094 19,32 + 6,06 1,3392 £0,1795 1,08 £0,24
4 0,0422 + 0,0087 18,41 +£2,70 1,3910 £ 0,1773 1,49 £0,30
1 0,0467 + 0,0079 20,29 + 3,29 1,6894 + 0,1540 0,79+0,19
2 0,0449 £ 0,0054 18,23 £ 4,40 1,7663 £0,1221 1,02+0,22
oMz 3 0,0448 + 0,0087 18,19+ 3,36 1,7820+0,1239 1,36 £ 0,47
4 0,0438 + 0,0087 18,19 +£ 3,55 1,8463 £ 0,1660 1,81+0,20
1 0,0525 £0,0127 20,58 + 3,93 2,1884 £ 0,1619 0,82 +0,35
2 0,0454 + 0,0059 18,37 £ 2,01 2,2572 £0,1254 1,09+ 0,39
OM3 3 0,0452 +0,0056 17,96 + 3,50 2,3692 £0,1736 1,63 £ 0,30
4 0,0443 +0,0057 17,83 £ 4,14 2,4090 £ 0,1949 1,95+0,33

! Momentos amostrais: 1 (14 dias); 2 (28 dias); 3 (42 dias); e 4 (56 dias) ap6s o inicio do periodo experimental.

2 Nio houve diferenca significativa entre os grupos, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Tabela 4. Resultado das comparagdes estatisticas entre interceptos (int.) e coeficientes angulares (beta) dos
modelos de regressdo linear simples, considerando-se os resultados das dosagens de cortisol (ug/dL) e

testosterona (pug/dL) como variavel dependente e o tempo em dias como independente.

Tratamentos
Parametros GC GM1 GM2 GM3
int. beta int. beta int. beta int. beta
Testosterona  0,1387 0,0162* 0,2952 0,0203® 0,3997 0,0241® 0,3986 0,0279®
Cortisol 18,1783 0,0409* 19,2725  -0,0205® 19,2511 -0,0247® 19,7103  -0,0336"

Parametros seguidos de letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas significativas (p< 0,05).

Fonte: Elaboracéo dos autores.

Figura 1. Regressoes lineares simples, considerando-se os resultados das dosagens de cortisol (pug/dL) no
plasma sanguineo, a cada 14 dias, de ratos em crescimento e suplementados ou ndo com trés diferentes

mananoligossacarideos adicionados na dieta.
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Fonte: Elaboragdo dos autores.
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1 Figura 2. Regressoes lineares simples, considerando-se os resultados das dosagens de testosterona (pg/dL)
2  no plasma sanguineo, a cada 14 dias, de ratos em crescimento e suplementados ou nio com trés diferentes

3  mananoligossacarideos adicionados na dieta.
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5 Fonte: Elaboragao dos autores.
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Tabela 5. — Frequéncias dos escores relativos ao niimero de células espermaticas em cortes histologicos do testiculo de ratos submetidos a quatro dietas diferentes, em quatro
momentos amostrais.

Escores relativos a quantidade de espermatides

Momentos'
Grupos M1 M2 M3 M4 o
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
GC 10 0 0 0 5 5 0 0 0 0 6 4 0 0 0 10 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (50%) (50%) (0%) (0%) (0%) (0%) (60%) (40%) 0%) (0%) (0%) (100%)
GM1 10 0 0 0 0 5 5 0 0 0 4 6 0 0 0 10 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (50%)  (50%) (0%) (0%) (0%) (40%) (60%) 0%) (0%) (0%) (100%)
GM2 2 8 0 0 0 0 7 3 0 0 0 10 0 0 0 10 0
(20%) (80%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (70%)  (30%) (0%) (0%) (0%) (100%)  (0%) (0%) (0%) (100%)
GM3 2 8 0 0 0 0 2 8 0 0 0 10 0 0 0 10 0
(20%) (80%)  (0%) (0%) (0%) (0%) (20%)  (80%) (0%) (0%) (0%) (100%)  (0%) (0%) (0%) (100%)
p** 0,0002 0 0,0029 1,000
Escores relativos a quantidade de espermatozoides
Momentos'
Grupos .
M1 M2 M3 M4 p
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
GC 10 0 0 0 9 1 0 0 0 6 4 0 0 0 8 2 0
(100%)  (0%) (0%) (0%) (90%)  (10%) (0%) (0%) (0%) (60%)  (40%) (0%) (0%) (0%) (80%) (20%)
GM1 10 0 0 0 2 8 0 0 0 4 4 2 0 0 3 7 0
(100%)  (0%) (0%) (0%) (20%)  (80%) (0%) (0%) (0%) (40%)  (40%)  (20%) (0%) (0%) (30%) (70%)
GM2 8 2 0 0 0 7 3 0 0 3 3 40 0 0 4 6 0
(80%)  (20%) (0%) (0%) (0%) (70%)  (30%) (0%) (0%) (30%)  (30%)  (40%) (0%) (0%) (40%) (60%)
GM3 8 2 0 0 0 5 5 0 0 1 3 6 0 0 0 10 0
(80%)  (20%) (0%) (0%) (0%) (50%)  (50%) (0%) (0%) (10%)  (30%)  (60%) (0%) (0%) (0%) (100%)
p** 0,5767 0 0,0214 0,0035

! Momentos amostrais ap6s o inicio do periodo experimental: 1 (14 dias); 2 (28 dias); 3 (42 dias); e 4 (56 dias).

p* = valores de significancia no teste de Kruskall-Wallis para comparagdes entre tratamentos;

p** = valores de significancia no teste de Kruskall-Wallis para comparagdes entre momentos;

Os escores relativos foram classificados de 0 a 3, sendo 0 = auséncia em 10 campos; 1= leve (1 a 3 de 10 campos); 2 = moderada (4 a 6 de 10 campos); e 3 = acentuada (> 6 de 10 campos).
Fonte: Elaboragéo dos autores.
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Tabela 6. Medidas dos raios dos tibulos seminiferos de testiculos de ratos em crescimento suplementados com

diferentes mananoligossacarideos. Valores expressos em média + desvio padrao.

Momentos' / Tibulos Seminiferos (nm)

Tratamentos
1 2 3 4
GC 30,62 + 0,994 43,12 £ 1,32* 48,73 = 1,01* 54,83 + 1,86"
GM1 30,90 + 0,76* 50,21 + 1,85" 56,44 + 1,00° 63,65+ 2,768
GM2 31,07+ 0,714 53,11 + 1,308 60,96 + 2,05 65,57 3,328
GM3 31,37 +0,714 5429 + 1,238 61,95+1,918 65,72 + 3,158

1 Momentos amostrais apds o inicio do periodo experimental: 1 (14 dias); 2 (28 dias); 3 (42 dias); e 4 (56 dias).

"Letras maiusculas diferentes nas colunas diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaboracdo dos autores.
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ANEXO B — NORMAS DE PUBLICAGAO DA REVISTA CIENTIFICA

REVISTA SEMINA: CIENCIAS AGRARIAS
ISSN: 1676-546X

Normas para publicacao

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

Os artigos poderao ser submetidos em portugués ou inglés, mas somente serdo
publicados em inglés. Os artigos submetidos em portugués, apds o aceite, deverao ser
obrigatoriamente traduzidos para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até dezembro/2013 que estao em tramitagao
poderao ser publicados em portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terao
prioridade na publicagao.

Todos os artigos, apos o aceite deverdo estar acompanhados (como documento
suplementar) do comprovante de tradugéo ou correcédo 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

O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatério dessa correcao
na pagina de submissao em “Docs. Sup.”

OBSERVAGOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliagdo séo inicialmente apreciados pelo
Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa analise, sdo avaliados os requisitos
de qualidade para publicagao na revista, como: escopo; adequacao as normas da revista;
qualidade da redacdo; fundamentacédo tedrica; atualizagcdo da revisdo da literatura;
coeréncia e precisdo da metodologia; contribuicdo dos resultados; discusséo dos dados


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
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observados; apresentacdo 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 comparagao entre as
submissdes, e sao encaminhados para assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados
com maior potencial de contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico. Os
trabalhos n&o aprovados nesses critérios sdo arquivados e os demais sao submetidos a
analise de pelo menos dois assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo,
sem a identificagdo do(s) autor(es). Os autores cujos artigos forem arquivados, nao terao
direito a devolugao da taxa de submissao.

2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo
foi executado obedecendo as normas técnicas de bioseguranga e ética sob a aprovagao
da comissao de ética envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de
animais (nome da Comisséo, Instituicdo e n° do Processo)

NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nhomes dos autores e respectiva
afiliacdo; b) N&o tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos
metadados de submissao; Exemplo: Nome completo; Instituicao/Afiliacao; Pais; Resumo
da Biografia/Titulagao/fungao

c) Nao 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 ate 10 linhas;

d) N&o estejam acompanhados de documento comprobatorio da taxa de submissdo, em
documento suplementar “‘Docs. Sup.” no ato da submissao;

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

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

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 n&o fornegam novas informagdes na area;

b) Os experimentos de campo nao incluam dados de pelo menos dois anos ou de varias
localidades dentro do mesmo ano;
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c) Os experimentos se refiram apenas a testes sobre a eficiéncia de produtos comerciais
contra agentes bidticos, abidticos ou estresses fisioldgicos;

d) Envolvam apenas bioensaios (screening) de eficacia de métodos de controle de
insetos, acaros ou doencas de plantas, exceto se contiverem contribuicdo 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 patdégenos
ou associagdes entre hospedeiros em novas localidades dentro de regides geograficas
onde eles ja sejam conhecidos. Registros de espécies ou associagdes conhecidas s6
serdo considerados em novas zonas ecoldgicas. Os registros de distribuicdo devem se
basear em ecossistemas, e ndo em fronteiras politicas.

PARA A AREA DE VETERINARIA

a) A publicacdo de relatos de casos é restrita e somente serdo selecionados para
tramitacdo 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) Comunicagbes cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliograficas
limitadas a 16 citagcbes 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
citacdes e no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

c) Artigos de revisdo: no maximo 25 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias
bibliograficas.

Apresentagao dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicacoes, relatos de casos e revisdes podem ser
escritos em portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com
numeragao de linhas por pagina, espagcamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11
normal, com margens esquerda e direita de 2 cm e superior e inferior de 2 cm,
respeitando-se o numero de paginas, devidamente numeradas no canto superior direito,
de acordo com a categoria do trabalho.
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Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e Tabelas serdo 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 deverdo 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 especificagdes: 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 reducio para as
referidas dimensoes.

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

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatério). 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 (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparacao dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizagao
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); Introducédo; Material e Métodos; Resultados e Discussao com as
conclusbes no final da discussdo ou Resultados; Discussdo e Conclusbes
separadamente; Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias
Bibliograficas. Os topicos devem ser destacados em negrito, sem numeragéo, quando
houver a necessidade de subitens dentro dos topicos, os mesmos devem ser destacados
em italico e se houver dentro do subitem mais divisbes, 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
conteudo, 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 traducéo para o inglés.
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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 tradugéo para o inglés (Abstract e Key words).

3.Introdugao: Devera ser concisa e conter revisdo estritamente necessaria a introducao
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 compreensao e reprodugédo 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 nao deixar duvidas ao leitor, quanto a autenticidade
dos resultados e pontos de vistas discutidos.

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

7. Agradecimentos: As pessoas, instituigbes e empresas que contribuiram na realizagao
do trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias
Bibliograficas.

Observagoes:

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 poderéo ser aceitas e deverdo ser assinaladas
no texto pelo seu numero de ordem em algarismos arabicos. Se as ilustragdes enviadas ja
foram publicadas, mencionar a fonte e a permissao para reproducéo.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabecgalho 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 Cadigos
Internacionais de cada area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.
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c) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha™.
N&o 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. Citagoes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicagao de acordo
com 0s seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

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

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

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).
Citagcoes com dois autores

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

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)
Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citagcoes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expresséo et al.
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Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al., 2008).

Para citacoes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo
ano, utilizar o acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabeticamente apés a data e
sem espacejamento.

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

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

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

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

Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e
reformulacdo numero 14.724 de 2011 da ABNT, deveréao ser listadas na ordem alfabética
no final do artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deverao ser
relacionados, independentemente do numero de participantes. A exatiddo e
adequacao 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.

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

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

Comunicacao cientifica

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

Relato de caso

Descri¢ao sucinta de casos clinicos e patolégicos, resultados inéditos, descricdo de novas
espécies e estudos de ocorréncia ou incidéncia de pragas, microrganismos ou parasitas
de interesse agrondmico, zootécnico ou veterinario. Devera conter os seguintes topicos:
Titulo (portugués e inglés); Resumo com Palavras-chave; Abstract com Key words;
Introdugcdo com revisdo da literatura; Relato do (s) caso (s), incluindo resultados,
discussao e conclusao; Referéncias Bibliograficas.

Artigo de revisao bibliografica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O numero de artigos de
revisdo por fasciculo é 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 espontaneo do autor (es), € necessaria a inclusdo de resultados relevantes
préprios 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 subdivisbes em topicos ou ndo); Conclusées ou Consideragdes Finais;
Agradecimentos (se for o caso) e Referéncias Bibliograficas.

Outras informago6es importantes

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

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

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos
direitos de publicagao do referido artigo para a revista. A reprodugao de artigos somente &
permitida com a citagao da fonte e € proibido o uso comercial das informacoes.

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

6. Numero de autores: Nao ha limitacdo para numero de autores, mas deverao fazer parte
como co-autores aquelas pessoas que efetivamente participaram do trabalho. Pessoas
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que tiveram uma pequena participagdo no artigo deverdo ser citadas no tépico de
Agradecimentos, bem como instituicdes que concederam bolsas e recursos financeiros.

Condigoes para submissao

Como parte do processo de submissado, os autores devem verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissbes que néo
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, e ndo esta
sendo avaliada para publicagdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar
em "Comentarios ao Editor".

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

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

Utilize o bot&o "incluir autor”
1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

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

1. A identificagao de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da opgao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
submetido para avaliagdo por pares (ex.: artigos), conforme instrugdes disponiveis
em Asseqgurando a Avaliacado Cega por Pares.

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

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

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com
seres vivos, estando de posse dos documentos comprobatoérios de aprovagao pela
comissao de ética envolvendo seres humanos e/ou comissédo de ética no uso de
animais caso sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissdao de artigos e anexar o
comprovante como documento suplementar “Docs. Sup.”
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Declaragao 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¢cdes proprias, em aplicacdes educacionais e nao-comerciais.

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

Alteracbes, corregbes ou sugestdbes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos
autores, quando necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos s&o de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdao usados exclusivamente para os
servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.

Semina: Ciéncias Agrarias
Londrina - PR
ISSN 1676-546X
E-ISSN 1679-0359
semina.agrarias@uel.br

1.1.1 Condigbes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissao em relagdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes
gue nao estiverem de acordo com as normas serao devolvidas aos autores.

1. A contribuigao é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicagéo por
outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Informo que o material esta corretamente formatado e que os Documentos
Suplentares seréo carregados, ESTANDO CIENTE que aformatagao incorreta
importara na SUSPENSAO do processo de avaliagao SEM AVALIACAO DO
MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no processo de
submissao.
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Utilize o bot&do "incluir autor”
4. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, apos salvar os dados de submissdo em portugues, clicar em "editar
metadados" no topo da pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em
ingles, abstract e key words. Salvar e ir para o passo seguinte.

5. Aidentificagcao de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da opg¢ao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
submetido para avaliagao por pares (ex.: artigos), conforme instrugdes disponiveis
em Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

6. Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF
(desde que nao ultrapassem 2MB).

O texto estda em espacgo 1,5; fonte Time New roman de tamanho 11; emprega
italico em vez de sublinhado (exceto em enderecos URL);

O texto segue os padrbes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na se¢cao Sobre a Revista.

7. Atesto que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com
seres vivos, estando de posse dos documentos comprobatérios de aprovacéo por
Comité de Etica e Termo de Livre consentimento caso sejam solicitados. Tendo
sido citado no texto a obediéncia aos preceitos éticos cabiveis.

8. Deve ser incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que
aponte a relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relagéo a trabalhos ja
existentes), em até 10 linhas

9. Taxa de Submissiao de novos artigos

1.1.2 Declaracao de Direito Autoral

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

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

Alteragdes, corregdes ou sugestdbes de ordem conceitual serao
encaminhadas aos autores, quando necessario. Nesses casos, os artigos, depois de
adequados, deverao ser submetidos a nova apreciacao.

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

Os nomes e enderegcos informados nesta revista serdo usados
exclusivamente para os servicos prestados por esta publicagdo, nao sendo
disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.
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