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RESUMO

Quantificacdo de coldgeno em feridas dérmicas de coelhos tratados com
plasmarico em plaguetas heterdlogo gel

O plasma rico em plaguetas (PRP) tem sido amplamente estudado como um
biomaterial para o tratamento de feridas, sendo o produto de fonte heterdloga
indicado na impossibilidade de obtencdo do sangue do proprio paciente. O presente
estudo teve como objetivo, avaliar e comparar a cicatrizacdo em coelhos e
qguantificar o colageno de feridas experimentalmente induzidas, denominadas
controle e tratadas, com PRP heterdlogo gel. A hipétese é que este seja capaz de
promover cicatrizagcdo adequada sem reacdes adversas, e promova aumento do
colageno e uma cicatrizacdo mais rapida. Os aspectos clinicos cor, edema,
hiperemia, exsudato, crosta, granulacdo e indice de retracdo das feridas foram
avaliados nos dias 7, 14 e 17 apos a leséo. A quantificacdo do colageno, atraves da
coloracdo com Picrosirius e avaliagdo sob luz polarizada, foi realizada no 17° dia.
Houve presenca de crosta nos dois grupos em todos os momentos avaliados, com
auséncia dos demais sinais clinicos. O percentual de contracdo da lesdo e
quantidade de colageno néo diferiu entre os grupos. Concluiu-se que o PRP
heter6logo gel ndo foi capaz de aumentar a quantidade de colageno e acelerar o
processo de cicatrizacdo tecidual, no entanto, a cicatrizacdo foi eficiente e
semelhante entre os dois grupos e ndo houve nenhum tipo de reacao adversa local.
Desta forma, apesar da escassez de estudos encontrados na literatura, o PRP
heterdlogo gel € uma alternativa de tratamento de feridas, na impossibilidade de uso
de outras fontes de PRP.

Palavras-chave: Cicatrizacao de feridas. Fibras colagenas. Heterdlogo. Plasma rico
em plaquetas.



ABSTRACT

Collagen guantification in rabbit’s dermal wounds treated with heterologous
platelet-rich plasma gel

Platelet-rich plasma (PRP) has been extensively studied as a biomaterial for wound
treatment, and the heterologous PRP is useful in the event that obtaining the
patient’s own blood is impossible. This study aimed to evaluate and compare wound
healing in rabbits and quantify the collagen in experimentally induced wounds in a
control group and in a group treated with heterologous PRP gel. We hypothesize that
this gel is capable of promoting proper healing with no adverse reactions, increased
collagen content, and faster healing. The clinical aspects of coloring, edema,
hyperemia, exudation, crust, granulation and retraction index of the wounds were
measured on days 7, 14, and 17 after the injury. Collagen quantification by
Picrosirius staining and evaluation under polarized light was performed on the 17th
day. Crust was present in both groups at all evaluated time points, with the absence
of other clinical signs. The wound contraction rate and collagen quantity did not differ
between groups. In conclusion, the heterologous PRP gel was unable to increase the
amount of collagen and accelerate the wound healing process, however, wound
healing was efficient and similar in both groups and there was no local adverse
reaction. Thus, despite the scarcity of studies in the literature, the heterologous PRP
gel is an effective alternative treatment for wounds in the absence of other sources of
PRP.

Keywords: Wound healing. Collagen fibers. Heterologous. Platelet-rich plasma.
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1 ARTIGO CIENTIFICO

Quantificacdo de colageno em feridas dérmicas de coelhos tratados com plasma rico em plaguetas
heterologo gel

Collagen quantification in rabbit dermal wounds treated with heterologous platelet-rich plasma gel

Maria Elisa Marin Marques', Cecilia Braga Laposy?, Mariana Lucas dos Santos Silva®, Maria Rosa Santos
Breda®, Mayara Mascaro Matsumoto®, Luis Antonio Justulin Junior*, Gisele Alborghetti Nai?, Guilherme

Akio Tamura Osaki®, José Carlos Silva Camargo Filho®, Rosa Maria Barilli Nogueira®”

Resumo

O plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido amplamente estudado como um biomaterial para o tratamento de
feridas, sendo o produto de fonte heter6loga indicado na impossibilidade de obtencdo do sangue do proéprio
paciente. O presente estudo teve como objetivo, avaliar e comparar a cicatrizacdo em coelhos e quantificar o
colageno de feridas experimentalmente induzidas, denominadas controle e tratadas, com PRP heterdlogo gel.
A hipotese é que este seja capaz de promover cicatrizagdo adequada sem reagdes adversas, e promova
aumento do coldgeno e uma cicatrizacdo mais rapida. Os aspectos clinicos cor, edema, hiperemia, exsudato,
crosta, granulacdo e indice de retracdo das feridas foram avaliados nos dias 7, 14 e 17 apds a lesdo. A
quantificagdo do colageno, através da coloracdo com Picrosirius e avaliacdo sob luz polarizada, foi realizada
no 17° dia. Houve presenca de crosta nos dois grupos em todos 0s momentos avaliados, com auséncia dos
demais sinais clinicos. O percentual de contracdo da lesdo e quantidade de colageno ndo diferiu entre os
grupos. Concluiu-se que o PRP heterdlogo gel ndo foi capaz de aumentar a quantidade de colageno e acelerar
0 processo de cicatrizacgdo tecidual, no entanto, a cicatrizacdo foi eficiente e semelhante entre os dois grupos
e ndo houve nenhum tipo de reagdo adversa local. Desta forma, apesar da escassez de estudos encontrados na
literatura, 0 PRP heterélogo gel é uma alternativa de tratamento de feridas, na impossibilidade de uso de
outras fontes de PRP.

Palavras-chave: Cicatrizacdo de feridas. Fibras colagenas. Heter6logo. Plasma rico em plaguetas.

Abstract

Platelet-rich plasma (PRP) has been extensively studied as a biomaterial for wounds treatment, and the
heterologous PRP is indicated in the impossibility of obtaining the own patient blood. This study aimed to
evaluate and compare wound healing in rabbits and quantify the collagen in experimentally induced wounds,
denominated control and treatment, treated with heterologous PRP gel. The hypothesis is that it is capable of
promoting proper healing without adverse reactions, and promote increased collagen and faster healing. The
clinical aspects: coloring, edema, hyperemia, exudation, crust, granulating and retraction index of the
wounds were accomplished on days 7, 14 and 17 after the injury. Collagen quantification, by Picrosirius
staining and evaluation under polarized light, was held on the 17th day. Crust was present in both groups at
all evaluated moments, with the absence of other clinical signs. The percentage of wound contraction and
collagen quantity did not differ between groups. In conclusion, the heterologous PRP gel was unable to
increase the amount of collagen and accelerate the wound healing process, however, wound healing was
efficient and similar in both groups and there was not any local adverse reaction. Thus, despite the scarcity of
studies in literature, the heterologous PRP gel is an alternative treatment for wounds, in the impossibility of
using other sources of PRP.
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Introducéo

Feridas podem ser provocadas por diferentes fatores e sdo responsaveis por causar sofrimento fisico
e psicoldgico ao individuo, gerando na maioria das vezes, um impacto negativo na qualidade de vida dos
doentes e seus familiares, além de representar um problema no sistema de satde publica, gerando gastos ao
governo (BRASIL, 2002; ALVES; VIEIRA, 2012). Estratégias de tratamento de feridas sdo amplamente
discutidas na literatura e envolvem um grande nimero de estudos baseados em variados tipos de substancias,
principalmente biomateriais (MELO; ROSA; SOUSA, 2012).

O processo de cicatrizacdo envolve uma sequéncia de eventos celulares, moleculares e diferentes
tipos de células que interagem para a reconstituicdo e cicatrizacdo da ferida (MANDELBAUM; DISANTIS;
MANDELBAUM, 2003; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; REES et al., 2015). Segundo
Naude (2010) a cicatrizacdo ocorre em trés fases: inflamacéo, proliferacdo e remodelacao, entretanto, Guo e
DiPietro (2010) e Ding e Tredget (2015) defendem que a hemostasia pode ser designada como uma fase
inicial, que precede a inflamacao.

Na fase de hemostasia predominam vasoconstri¢do, liberacdo de plaquetas, formagdo do coagulo, e
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento (GUO; DIPIETRO, 2010). Segue-se entdo
a fase inflamatéria caracterizada pela infiltracdo de leucdcitos, neutréfilos e macréfagos, responsaveis pela
fagocitose de microorganismos e debridamento da ferida (DING; TREDGET, 2015). Na fase proliferativa,
gue se sobrepBe a fase anterior, ocorre a fibroplasia, angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e
contracdo da ferida pelos miofibroblastos (REES et al., 2015). A fase de remodelacdo corresponde ao
periodo em que vascularizacdo da ferida retorna ao estado normal e, entdo, ocorre a remodelacdo do
colageno, evento que pode durar anos, segundo Guo e DiPietro (2010).

Para o tratamento de feridas tem-se discutido o uso do gel de plasma rico em plaquetas (PRP), um
concentrado plaquetario com alta concentracdo de fatores de crescimento (FC) que vem sendo aplicado em
diversas areas da salde, na expectativa de acelerar o processo de cicatrizacdo, com uma reparacgdo tecidual de
melhor qualidade (AKHUNDOV et al.,, 2012; VENDRUSCULO et al., 2014). Diversos fatores de
crescimento foram identificados no PRP, como o fator de crescimento de transformacéo-beta (TGF-), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento epidérmico (EGF) (WOO et al., 2014). A elevada concentracdo desses fatores de crescimento
permite que, durante um processo de reparacdo de uma lesdo, ocorra aumento da angiogénese, estimulacéo
da proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular, além de estimular a formagdo de coldgeno (PAL et al.,
2012; SCLAFANI; AZZIl, 2015). Durante o processo de cicatrizacdo, a deposicao de colageno é um fator
clinicamente importante para a defini¢do da qualidade da cicatriz. O colageno € o principal componente da
matriz dérmica e desempenha um papel estrutural, apresentando propriedades mecénicas que conferem
forma e organizacéo aos tecidos (RICARD-BLUM, 2011).

O PRP heterdlogo tem sido apresentado como uma alternativa importante e segura nos casos em que
0 paciente apresenta condicdes inviaveis ou contra-indicadas para a obtencdo do préprio sangue (SHAN et
al., 2013; SUZUKI; MARIMOTO; IKADA, 2013; MARCK; MIDDELKOOP; BREEDERVELD, 2014). Em

estudos no nosso laboratério, Abegdo et al. (2015) relataram que o PRP heter6logo gel foi capaz de
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promover a cicatrizagédo de feridas sem efeitos prejudiciais. Entretanto, existe a necessidade de mais estudos
gue possam avaliar a qualidade do tecido cicatricial em feridas tratadas com PRP heter6logo e também de
guantificar a presenca do colageno. Buscou-se, entdo, avaliar e comparar em coelhos a cicatrizacdo e
guantificar o colageno de feridas experimentalmente induzidas denominadas controle e tratadas com PRP
heter6logo gel. A hipotese é que o PRP heter6logo gel seja capaz de promover cicatrizacdo adequada, nédo

induza nenhum tipo de reacdo adversa, promova o aumento do colageno tecidual e acelere a cicatrizacao.

Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo

nimero 2362 da Universidade de origem.

Amostras, Processamento e Quantificaco do Colageno por Anélise de Imagem

Doze amostras de pele colhidas com punch de 8mm, segundo metodologia utilizada por Abegdo et
al. (2015) no 17° dia de cicatrizacdo, foram fixadas em solugdo de formalina tamponada a 10% por 24 h e,
em seguida, inclusos em parafina. Neste estudo, foi realizado cortes de 5um de espessura dos blocos
parafinados e corados com Picrosirius-red F3BA, para avaliagdo da fragdo intersticial do colageno
(LATTOUF et al., 2014), através de microscopia Optica. A andlise histoldgica foi realizada pelo mesmo
patologista sem o conhecimento prévio da identificacdo das amostras.

Para a captacdo das imagens, utilizou-se microscopio de luz (Leica DMLB, Wetzlar, Hessen,
Alemanha) com e sem polarizacdo, acoplado a uma camera (Leica DFC300 FX, Wetzlar, Hessen,
Alemanha). As imagens observadas no microscépio foram projetadas em um monitor através de um software
analisador de imagem (Leica QWin Plus, Wetzlar, Hessen, Alemanha). Foram, entdo, selecionados
aleatoriamente 3 campos correspondentes a regides da derme superficial — camada papilar e a derme
profunda — camada reticular. As imagens foram capturadas com padronizacgdo de objetiva de aumento de 20

vezes.

Analise Macroscopica e Morfométrica

Apdbs inducdo experimental de feridas dérmicas na regido cervical dorsal em seis coelhos,
denominadas lado A-controle (tratadas com solu¢édo de cloreto de sddio 0,9%) e lado B-tratadas (uso de PRP
heter6logo gel, obtido de cdo) realizada em estudo de Abegdo et al. (2015), os autores do presente estudo
acompanharam nos dias 7 (M7), 14 (M14) e 17 (M17) por meio de avaliagdo clinica a cor da ferida,
exsudato, crosta, edema, hiperemia e tecido de granulacéo, cujos escores estdo indicados no Quadro 1. Para a
anélise morfométrica foi utilizado paquimetro digital milimetrado (DC-60 Western®) onde foi realizada a
mensuracdo dos didmetros maior e menor da ferida e, a partir desses elementos, foi calculada a érea

utilizando-se da equagdo matematica descrita por Prata et al. (1988): A =n x R x r, onde A = area da ferida,
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R = raio maior, r raio menor. O célculo do percentual de contracdo da ferida foi expresso por meio da
formula utilizada por Ribeiro et al. (2009): Af — Ai/Ai x 100, onde Ai = area inicial da ferida (M0) e Af =
area final da ferida (M17).

Quadro 1. Relagdo dos escores aplicados aos aspectos macroscépicos analisados.

Aspectos analisados Escores

COR 1- rosa 2- amarelada 3- palida 4- ciandtica
EXSUDATO 1- ausente 2- presente
CROSTA 1- ausente 2- presente
EDEMA 1- ausente 2- presente
HIPEREMIA 1- ausente 2- presente
TECIDO DE GRANULACAO 1- ausente 2- presente

Fonte: Elaboracdo dos autores

Analise Estatistica

Para testar se houve diferenga no tamanho das areas das feridas entre 0s momentos, bem como entre
0s grupos controle (A) e tratado (B), realizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade dos
dados e teste de igualdade das variancias, em seguida, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Os mesmos testes foram utilizados para determinar a diferenca de concentracdo de colégeno
presentes nas feridas dos grupos (A) e (B), cujos resultados foram expressos em porcentagem. Foi utilizado o
programa Action Stat (Estatcamp, S@o Carlos, Sdo Paulo, Brasil). Para todas as analises foi adotado o nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussdo

Neste estudo utilizou-se 0 PRP heterélogo gel para a cicatrizagdo de feridas cutaneas que, segundo
Barrionuevo et al. (2015), mostra ser tdo eficiente quanto fontes aut6loga e homologa. Em estudos nas areas
de odontologia (PAL et al., 2012; FORNI et al., 2013), ortopedia (FERNANDEZ-SARMIENTO et al., 2013;
ZHANG et al., 2013), cirurgia vascular (LAWLOR et al., 2011) e dermatologia (BERNUZZI et al., 2010;
DEMIDOVA-RICE et al., 2012) o PRP de diferentes fontes tem sido eficiente e de baixo custo (REZENDE
etal. 2011; BARRIONUEVO et al. (2015).

A auséncia de tecido de granulacédo, exsudato, edema e hiperemia em todos os momentos observados

a partir do M7 concorda com os relatos de Ribeiro et al. (2009), Abegdo et al. (2015) e Barrionuevo et al.
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(2015), os quais citam a presenca destes sinais somente até o pico da fase inflamatoria, ou seja, trés dias apds
a lesdo.

Diferentemente destes autores, Bernuzzi et al. (2010) e Ostvar et al. (2015) trataram feridas com PRP
autodlogo e observaram hipergranulacdo tecidual. Segundo Engelen et al. (2004) alguns fatores podem
favorecer a formacdo de granulagdo como, por exemplo, animais de grande porte, lesdes em membros
inferiores, mobilidade da regido, infecgdes e traumas.

Na analise morfoldgica, foi observada a presenca de crosta seca em 16,6% do total das feridas no
M7. A quantidade de feridas com crosta aumentou em M14 para 66,6% no grupo controle e 83,3% no grupo
tratado, voltando a diminuir no M17 (50% grupo controle e 33,3% grupo tratado). Outros autores que
trataram feridas com outros produtos, relatam um aumento significativo na formacao das crostas a partir do
7°dia (COSTA et al., 2014).

Neste estudo, em relagdo ao percentual de contracdo da lesdo do grupo tratado com PRP heterélogo
gel e grupo controle, ndo foram observados diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na comparacéo
entre grupos (Figura 1). Na comparagéo entre momentos, somente o M17 diferiu (p>0,05) do MO (Figura 2).
Kane et al. (2015), que utilizaram a fonte autéloga de PRP pds implante de protese de tornozelo, relatam
também auséncia de diferenca entre grupos para promover aceleracdo da cicatrizacdo. Contrastando com
esses resultados, a pesquisa de Ostvar et al. (2015) mostra que feridas tratadas com PRP autélogo, tiveram
uma redugdo significativamente mais rapida da lesdo, comparado ao controle.

Na microscopia de polarizacdo, as fibras coldgenas, coradas com Picrosirius, formam uma densa
rede caracterizada pela propriedade birrefringente da molécula de colageno, representadas neste estudo pelas
Figuras 3G e 3H (VALENTI et al., 2010). Na literatura sdo encontrados outros métodos que possibilitam a
observacdo da estrutura do coldgeno como Tricrémio de Masson e Hematoxilina-eosina (DEROSSI et al.,
2009; ABEGAO et al., 2015), embora a coloracdo utilizada neste estudo seja considerada mais especifica
para a avaliacdo do colageno (LATTOUF et al. 2014). Os resultados obtidos com a quantificacdo do
colageno estdo representados na Figura 4. Comparando a porcentagem de coldgeno presente nas feridas
controle e tratadas, podemos dizer que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os
grupos e, portanto, que o PRP heterdlogo gel ndo interferiu na quantidade de coladgeno. Este resultado
corrobora com Abegdo et al. (2015) que, apesar de usar técnica com menor acuricia, também ndo
observaram aumento de colageno utilizando PRP heter6logo gel na cicatrizagéo de feridas em coelhos.

O Picrosirius tem sido utilizado a mais de 30 anos para identificacdo dos tipos de colageno sob luz
polarizada, onde o colageno tipo I, de fibras espessas, apresentaria uma forte birrefringéncia a luz polarizada,
representado pelas cores amarelo-laranja-vermelho, e o colageno tipo Ill, de fibras finas, apresentaria uma
fraca birrefringéncia, identificado pela cor verde (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979;
CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007; COEN et al., 2013; CAVALLO et al., 2014; NICOLAU et
al., 2014). Em contestacdo, outros autores relatam que as cores da polarizagdo dependem apenas da
organizagdo tridimensional da molécula e da espessura das fibras, e ndo da composicdo de tipos especificos
de colageno presente nas fibras, o que seria melhor analisado através da técnica de imuno-histoquimica
(PIERARD, 1989; BORGES et al., 2007; COLEMAN, 2011; LATTOUF et al., 2014).
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Entretanto, segundo estudos realizados por Borges et al. (2006) e Lattouf et al. (2014), a coloracdo
com Picrosirius para analisar a quantificacdo, disposicdo e organizacdo do coldgeno em tecidos normais e
patoldgicos, continua sendo 0 método mais indicado.

Durante a realizacdo deste trabalho verificamos que o PRP autélogo é amplamente estudado em
diversas areas da salde, porém existe uma escassez de estudos realizados com o PRP de fonte heterdloga,
sugerindo-se dessa forma, que sejam realizadas mais pesquisas sobre a utilizacdo do PRP heterdlogo.

Concluiu-se que o PRP heterélogo gel ndo foi capaz de aumentar a quantidade de colageno e acelerar
0 processo de cicatrizacdo tecidual, no entanto, a cicatrizacdo foi eficiente e semelhante entre os dois grupos
e ndo houve nenhum tipo de reacdo adversa local. Desta forma, apesar da escassez de estudos encontrados na
literatura, 0 PRP heterélogo gel é uma alternativa de tratamento de feridas, na impossibilidade de uso de

outras fontes de PRP.
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411  Figura 1. Avaliacdo do percentual de contragdo das feridas nos diferentes animais dos grupos controle (A) e
412  tratado (B).
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427  Figura 2. Evolugdo do tamanho da &rea da ferida em todos os momentos de avaliagdo para os animais dos

428  grupos controle e tratado.
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Figura 3. Aspecto das feridas no 17° dia. A direita, imagens da lesdo ndo tratada e a esquerda, imagens da
lesdo tratada com PRP heter6logo gel. Imagens macroscépicas das lesGes: A e B — Cicatrizacdo de ambas as
lesGes. Fotomicroscopia das lesbes (Hematoxilina-eosina, aumento de 400x): C - neovascularizacdo discreta
e moderado numero de fibroblastos; D - neovascularizacdo discreta, discreto infiltrado inflamatério e grande
namero de fibroblastos. Coloracdo de Picrosirius (aumento de 200x): E e F — notar fibras colagenas coradas
em vermelho. Avaliacdo da coloracdo de Picrosirius a luz polarizada (aumento de 200x): G e H — notar

birrefringéncia das fibras colagenas em vermelho.

Fonte: Elaboracdo dos autores.



456  Figura 4. Porcentagem de coldgeno das feridas controle e nas tratadas com PRP heterdlogo gel, ap6s
457  coloragdo com Picrosirius e observagédo sob polarizagdo.
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relevancia do trabalho (importéncia e diferencial em relagdo a trabalhos ja existentes), em até 10

linhas;

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

e) Nao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: gréficos, figuras, fotos e
outros, EM VERSAO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)
f) Ndo 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 ndo fornecam novas informacdes na area;

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

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

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

e) O objetivo seja limitado a registrar a ocorréncia de espécies de pragas ou patdgenos ou
associagdes entre hospedeiros em novas localidades dentro de regides geograficas onde eles ja
sejam conhecidos. Registros de espécies ou associa¢fes conhecidas s6 serdo considerados em novas
zonas ecoldgicas. Os registros de distribuicdo devem se basear em ecossistemas, e ndo em fronteiras

politicas.
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PARA A AREA DE VETERINARIA

a) A publicacdo de relatos de casos € restrita e somente serdo selecionados para tramitacdo aqueles

de grande relevancia ou ineditismo, com real contribuicdo ao avanco do conhecimento para a area
relacionada.

Categorias dos Trabalhos

a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias bibliograficas;
b) Comunicac@es cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias bibliogréficas limitadas a 16
citagBes e no méximo 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 citacGes e
no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

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

Apresentacdo dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicaces, relatos de casos e revisdes podem ser escritos em
portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com numeracao de linhas
por pégina, espacamento 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 o0 nimero de paginas, devidamente
numeradas no canto superior direito, de acordo com a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, graficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas em algarismos arébicos e
devem ser incluidas no final do trabalho, imediatamente apds as referéncias bibliogréaficas, 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
submisséo. 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 méxima de 22 cm, lembrando que
se houver a necessidade de dimensdes maiores, no processo de editoracdo havera reducao para as
referidas dimensdes.

Observacdo: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustracdo, o titulo deve figurar na
parte superior da mesma, seguida de seu nimero de ordem de ocorréncia em algarismo arébico,
ponto e o respectivo titulo.

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

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

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).
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Preparacdo dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte organizagdo dos
topicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no méximo seis palavras, em ordem
alfabetica); Abstract com Key words (no maximo seis palavras, em ordem alfabética); Introducéo;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo com as conclusdes 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 numeragé&o,
quando houver a necessidade de subitens dentro dos tépicos, 0s mesmos devem ser destacados em
italico e se houver dentro do subitem mais divisdes, essas devem receber nimeros 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 0 mesmo conteido, exceto

na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato Reduzido.

A apresentacdo do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

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

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

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

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

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

6. Conclusdes: Devem ser claras e de acordo com o0s objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicdes e empresas que contribuiram na realizacdo do trabalho

deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliogréaficas.

Observacoes:
Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito,

imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.



30

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

Tabelas: As tabelas deverédo ser acompanhadas de cabecalho 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 Codigos Internacionais de cada
area.

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

c) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha™. No
inter-relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco 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. Citacdes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publicacdo de acordo com o0s
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 formag&o de sincicio (BRUCK et al., 1992).

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

Citacdes com dois autores

Citacdes onde sdo 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).

CitagGes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expresséo et al.

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 apds a data e sem espacejamento.

Ex: (SILVA, 19993, 1999b).
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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 citagdes 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 reformulacéo
nimero 14.724 de 2011 da ABNT, deverdo ser listadas na ordem alfabética no final do
artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deverdo ser relacionados, independentemente
do numero de participantes. A exatidao e adequacéo das referéncias a trabalhos que tenham sido
consultados e mencionados no texto do artigo, bem como opinides, conceitos e afirmacgdes sdo da
inteira responsabilidade dos autores.

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

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

Comunicacao cientifica

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

Relato de caso

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

Artigo de revisdo bibliografica

Deve envolver temas relevantes dentro do escopo da revista. O nimero de artigos de revisao 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
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autor (es), é necessaria a inclusdo de resultados relevantes proprios ou do grupo envolvido no
artigo, com referéncias bibliograficas, demonstrando experiéncia e conhecimento sobre o tema.

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

Outras informagdes importantes

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

2. Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis no

endereco eletronico da revista (http://www.uel.br/revistas/uel).

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

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

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

Condicdes para submisséo

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

1. Os autores devem informar que a contribuicdo € original e inédita, 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 est4 corretamente formatado e que os Documentos
Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE que a formatacdo incorreta importara
na SUSPENSAO do processo de avaliagio SEM AVALIACAO 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.
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Para inclui-los, ap06s salvar os dados de submissdo 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 0 passo seguinte.
1. Aldentificagdo de autoriado trabalho deve ser removida do arquivo e da opgéo
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido

para avaliagdo por pares (ex.: artigos), conforme instrucdes disponiveis em Assegurando a

Avaliacdo Cega por Pares.

2. Os arquivos para submissdo devem estar em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF
(desde que ndo 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 comprobatérios de aprovagdo pela comissdo de ética
envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de animais caso sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissdo de artigos e anexar 0 comprovante como

documento suplementar “Docs. Sup.”
Declaragéo 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 atribuigdes proprias,
em aplicacdes educacionais e ndo-comerciais.
A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteragdes de ordem normativa, ortogréfica e
gramatical, com vistas a manter o padrao culto da lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no
entanto, o estilo de escrever dos autores.
AlteracOes, corre¢Oes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando
necessario.
As opinides emitidas pelos autores dos artigos sao de sua exclusiva responsabilidade.
Politica de Privacidade
Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0S Servigos

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

Semina: Ciéncias Agraérias
Londrina - PR
ISSN 1676-546X
E-ISSN 1679-0359

semina.agrarias@uel.br
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Condicoes para submissdo

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submisséo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que néo estiverem de acordo
com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo € original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicacdo por outra
revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentéarios ao Editor".

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

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no processo de submisséo.

Utilize o bot&o "incluir autor"

4. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, ap0s 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 0 passo seguinte.

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

por Pares.
6. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde

que ndo ultrapassem 2MB).
O texto estd em espago 1,5; fonte Time New roman de tamanho 11; emprega italico em vez de
sublinhado (exceto em enderecos URL);

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores,

na secao 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 aprovagdo 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 (importéncia e diferencial em relagcdo a trabalhos ja existentes), em
até 10 linhas

9. Taxa de Submissdo de novos artigos
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Declaragéo 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¢fes proprias,
em aplicacdes educacionais e ndo-comerciais.

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

AlteracOes, corre¢Oes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores, quando
necessario. Nesses casos, 0s artigos, depois de adequados, deverdo ser submetidos a nova
apreciacao.

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

Politica de Privacidade
Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0S servigos

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