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RESUMO

O uso de Drogas para tratamento anticancer, como o Metotrexato (MTX), por exemplo, pode prejudicar
severamente a funcao intestinal, podendo causar diversos efeitos colaterais, dentre eles o mais grave que

€ a mucosite, pois pode causar a reducao ou interrupcao do tratamento do cancer. Substancias naturais
extraida de vegetais podem apresentar importante acao anti-inflamatoria. Os acidos graxos oleico e 6mega

3 (acidos graxos alfa-linolénicos) possuem importante papel anti-inflamatoério, e, portanto, podem ser util

no tratamento de doencas inflamatorias e autoimunes, sendo considerado um alimento funcional ou
%

nutracéutico. A linhaca e a fonte vegetal mais rica em 6mega 3, podendo o seu oleo ser utilizado como um
agente anti-inflamatoério na prevencao da inflamacao intestinal. Os objetivos desse estudo foi avaliar a
evolucao ponderal e o efeito do oleo da linhagca na mucosa intestinal de camundongos com mucosite
intestinal induzida pelo MTX. Para tanto foram realizados quatro grupos experimentais com camundongos,

sendo eles: grupo 1, controle; grupo 2, mucosite (presenca de 2,5mg/kg/dia MTX); grupo 3, 6leo de linhaca
(0,25ml do oleo de linhacga por gavagem); grupo 4, linhaca-mucosite (presenca da suplementacao com éleo
de linhaga + MTX). Observou-se que animais apresentaram crescimento linear e na presenca do MTX,
ocorreu uma reducao da massa corporal no grupo tratado. O farmaco causou danos nas vilosidades e
criptas intestinais. A suplementacao do oleo de linhaca nos animais com mucosite nao preveniu os danos
nas vilosidades intestinais, causado pelo MTX. A suplementacdao do oleo de linhaca nos animais com

mucosite nao preveniu os danos causados pelo MTX. Porém o pré-tratamento com o oleo de linhaca
~" . " - 3 . . &.
promoveu a restauracao das vilosidades e criptas do intestino delgado.

PALAVRAS-CHAVE: Criptas intestinais, vilosidades intestinais, mucosite, evolucao ponderal, quimioterapia.

EVALUATION OF PROTECTIVE EFFECT OF OIL IN FLAXSEED MUCOSITIS INDUCED INTESTINAL
METHOTREXATE IN MICE

’ £
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‘ABSTRACT

The use of drugs for anticancer treatment such as methotrexate (MTX), for example, can severely impair
intestinal function, causing many, including the most serious side effects are mucositis, as it may cause a
reduction or discontinuation of treatment cancer. Natural substances extracted from plants may have
important anti-inflammatory action. Oleic fatty acids, and omega-3 (alpha-linolenic fatty acids) possess
important anti-inflammatory role and therefore may be useful in the treatment of inflammatory and
autoimmune diseases, and is considered a functional food or nutraceutical. The flax plant is the richest
source -of omega 3, this oil may be used as an anti-inflammatory agent for the prevention of intestinal
inflammation. The objectives of this study was to evaluate the effect of weight gain and flaxseed oil in the
intestinal mucosa of mice with intestinal mucositis induced by MTX. For both four experimental groups of
mice were performed, as follows: group 1, cohtrol, group 2, mucositis (presence of 2,5 mg/kg/day MTX),
group 3, flaxseed oil (0,25 ml of flaxseed oil gavage), group 4, flaxseed-mucositis (presence of
supplementation with flaxseed oil + MTX). It has been observed that animals showed a linear growth in the
presence of MTX, a reduction in body weight in the treated group occurred. The drug caused damage to
the intestinal villi and crypts. The supplementatior: of linseed oil in animals with mucositis did not prevent
the damage in the intestinal villi caused by MTX. The supplementation of linseed oil in animals with
mucositis did not prevent the darhage caused by MTX. However, pretreatment with linseed oil promoted
the restoration of villi and crypts of the small intestine.

KEY-WORDS: intestinal érypts, intestinal villi, mucositis, weight gain, chemotherapy.
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INTRODUCAO

A inflamacao é uma resposta do organismo para ficar livre dos tecidos danificados
ou necréticos e invasores estranhos, tais como os microrganismos sendo essencial para a
sobrevivéncia. Esta resposta é fundamentalmente protetora, a infecgao, cirurgia e
trauma. Sem a inflamacao, as infeccoes poderiam passar despercebidas, ferimentos
poderiam nunca cicatrizar e os tecidos injuriados poderiam ficar com permanentes
feridas infecciosas (KUMAR et al., 2010).

A inflamacdao da mucosa é conhecida como mucosite e essa provoca lesoes que
podem ocorrer no aparelho digestivo (oral ou intestinal). Mucosite € um termo que
descreve uma sindrome caracterizada por ulceracoes e sintomas gastrointestinais. As
manifestacoes orais e intestinais constituem um aspecto importante proveniente da
toxicidade de agentes neoplasicos, afetando tanto a habilidade de tolerar a
quimioterapia quanto o custo geral do tratamento. A forma intestinal pode provocar
também lesdes orais como vomitos, anorexia e, principalmente, diarreia (LIMA, 2008).

Agentes quimioterapicos também podem provocar o desenvolvimento da
mucosite, o tratamento com esse farmaco é dada como uma terapia sistémica que afeta
o corpo todo. O alvo de acao dos agentes quimioterapicos nao é limitado ao tecido
maligno; ela afeta também as células normais que se dividem rapidamente como as da
medula 6ssea, foliculos pilosos e a mucosa do trato digestério que sao tipicamente as
mais afetadas (VOLPATO et al., 2007 e VARDI et al., 2008).

Os sintomas provocados por farmacos como metotrexato (MTX) mais comuns sao
anorexia, ndusea, vomito, fadiga, diarreia, mucosite. O Metotrexato é o quimioterapico
mais utilizado devido sua eficacia contra os tumores, baixd custo financeiro e
comodidade posologica (GETIN et al. , 2008). ;

Estudos mostram que determinados componentes da dieta poderiam afetar a
resposta dos organismos a inflamacao, isso incentiva a procura de substancias naturais,
extraida de vegetais, com atividades antioxidantes, uma vez que essas substancias
podem apresentar importante ag¢ao anti-inflamatéria, controlando a sintese de
prostaglandinas e modulando a liberagdo de citocinas e éxido nitrico (METCALF et al,,
2007; FAINTUCH et al., 2011).

O estudo e o interesse pelos scidos graxds poliinsaturados iniciaram-se, apos ter
sudo observado a correlacdo entre a ingestdao de acidos graxos saturados, com a
ocorréncia de algumas enfermidades, particularmente as cardiovasculares e algumas
formas de cancer (ANDRADE, 2006). Trabalhos clinicos em humanos e experimentais em
animais descrevem o uso oral do éleo de linhaca (Linum usitatissimum) com potencial
benéfico em diversas areas da medicina (PINHEIRO, 2007).

A linhaca (Linum Usitatissimum L.) é a semente do linho, planta pertencente a
familia das Lindceas (GALVAO et-al., 2008). E uma oleaginosa (monocotiledénea) de
colorag@o que vai do marrom ao dourado, ambos possuem a mesma composi¢ao, porém,
a marrom é cultivada em regides de clima quente e tmido com utilizacdo de agrotéxico,
a dourada é cultivada em regides frias sem o uso de agrotéxico (LIMA, 2008). Quando
mantida a temﬁeratura ambiente de. 20°C, a semente crua é& composta por
aproximadamente, 46% de acidos graxos’l-acido linolénico (ALA ou dmega-3), 15% de
acido eicosapentaenoico (EPA ou dmega-6), 24% de acido graxo monoinsaturado e 15%
de saturados (ALMEIDA et al., 2009).

O Omega-3 é um tipo de gordura poli-insaturada encontrado em peixes marinhos
de agua fria e em algumas sementes de plantas. Ele permite a formacao de dois
importantes acidos graxos de cadeia longa: os acidos EPA (eicosapentaenoico) e DHA
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(docosaexaenoico). O EPA relaciona-se principalmente com a protecao da salde
cardiovascular (MARTINS et al., 2008).

Estudos experimentais com suplementacao oral com acido graxo Omega-3
relataram melhora do padrao histolégico, manutencao da permeabilidade intestinal e
reducao tecidual de mediadores derivados do acido araquidénico (CAMPOS et al., 2002).

Uma alternativa para amenizar os efeitos do tratamento quimioterapico seria a
ingestao do precursor do acido eicosapentaenoico (EPA), denominado |-acido linolénico
(ALA), pois o EPA leva a producdo de citocinas menos reativas no local da inflamacao.
Dessa forma, o dleo de linhaca que tem em sua composicao o ALA como o principal
representante 6mega 3, poderia atuar como agente anti-inflamatério (REHEN et al,,
2010).

O ALA corresponde a forma vegetal dos acidos graxo 6mega 3 sendo os 6leos de
soja e canola as principais fontes dietéticas, todavia a linhaca destaca-se como sendo a
fonte vegetal mais rica nesse acido graxo (MOLENA-FERNANDES et al., 2010).

O consumo numa propor¢ao adequada de atidos graxos dmega-6 e 6mega-3
levam a uma melhor regulacao da resposta imune em individuos saudaveis. Nesse
contexto, estratégias terapéuticas para diminuir a resposta inflamatdéria aguda
acentuada, sejam elas medicamentosas ou nutricionais, devem ser exploradas
(GAROFOLO e PETRILLI, 2006).

Sendo assim, considerando os sintomas provocados por agentes quimioterapicos
e tendo em vista que a linhaca é a fonte vegetal mais rica em dmega 3, podendo o seu
oleo ser utilizado como um agente anti-inflamatério na prevencao da inflamacao
intestinal provocado pelo tratamento quimioterapico com MTX. Percebe-se a relevancia
da investigacao desses fatores na prevencao e controle da inflamacao tornando

importante o estudo do d6leo da linhaca, para verificar sua intervencao na mucosite
>
intestinal.

METODOLOGIA

O presente estudo é do tipo experimental, foram utilizados camundongos machos
da linhagem Swiss, provenientes do biotério do’Centro Universitario do Rio Grande do
Norte (UNI-RN). Os animais apresentaram idade minima de 02 meses (camundongos
jovens), com peso médio entre 30-40g, mantidos em gaiolas apropriadas, em ambiente,
temperatura controlada de 25° + 2C° e num ciclo claro/esE:uro de 12 horas. Todos os
animais tiveram livre acesso a racao e agua, exceto no dia anterior ao sacrificio (jejum de
racao por 24h). ' .

Para a suplementacdo dos animais foi utilizado o Oleo da Linhaca da marca
Performance Nutritjon®, cada softgel do o6leo com 1000mg contém uma mistura natural
de Acido Alfa-Linoleico (ALA), Acido Linoleico e Acido Oleico. O grupo de suplementacdo
com oOleo de tha¢a receberam por gavagem 0,25mL do referido dleo.

Os tamundongos foram divididos aleatoriamente em 04 grupos (n=6/grupo) e
submetidos a 04 semanas de experimentag3o.

Grupo 1 — Grupo controle: os arfimais receberam racao comercial e agua ad
libitum durante as 04 semanas de pesquisa.

- Grupo 2 — Grupo mucosite: além da agua e racao foi submetido a inducao de

injuria da mucosite intestinal através do medicamento metotrexato (2,5 mg/kg/dia) por

via subcutanea (sc) uma vez ao dia durante os ultimos 3 dias consecutivos do
experimento (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).
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Grupo 3 — Grupo 6leo de linhaga: administrou-se por gavagem 0,25mL/dia do dleo
de linhaga durante as 04 semanas de experimento.

Grupo 4 — Grupo linhaga + mucosite, os animais deste grupo receberam 0,25mL
da suplementacdao por gavagem com 6bleo de linhaca durante as 04 semanas do
tratamento. A racao comercial e a oferta de agua foram ad libitum. Este grupo foi
submetido a indugao da mucosite intestinal de acordo com o protocolo de mucosite nos
03 ultimos dias do experimento.

A seguir a representacao dos grupos no desenho amostral do estudo (Figura 1).

Sicin l l Sacrificio

12 semana 22 semana 32 semana 42 semana B
Sacrificio

1 Sacrificio
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e D S S e SR S S
b 2l oA = TN

Figura 1: Desenho amostral do estudo.

Figura 1: ilustracdao dos protocolos de tratamento dos diferentes grupos. Grupo 1 é o grupo
controle (nao fez uso de suplemento e de farmaco). Grupo 2 recebeu 2,5mg/kg de Metotrexato

-nos 03 ultimos dias do experimento por dose subcutdnea e serviu como controle positivo. O

grupo 3 recebeu por gavagem 0,25mL do dleo de linhaca nas 04 semanas do estudo. Grupo 4
recebeu por gavagem 0,25mL do dleo de‘linhaga nfas 04 semanas do estudo e 2,5mg/kg de
Metotrexato nos 03 ultimos dias consecutivos do experimento por dose subcutanea. Todos os
animais foram sacrificados 24 horas apés o término da suplementacao do oleo de linhaca e/ou do
recebimento do metotrexato. »

Para a mensuracao da massa corpérea dos animais e observar a evolucdo
ponderal, foi utilizada uma balanga digital de marca Toledo, modelo 9094C/4, Brasil, 03
vezes por semana. -

Ao final da 42 semana de experimento, os animais foram sacrificados para a
analise do*e'étud'o. O sacrificio foi realizado por deslocamento cervical estando os
animais, previamqpte anestesiados, com de ketamina (130mg/Kg) e xilazina (0,3mg/Kg).
Apos o sacrificio dos animais para a anélis; histomorfométrica foram coletados 3 cm do
duodeno, jejuno ‘e ileo intestinal (CARNEIRO-FILHO, 2004; KONING et al., 2007) os
mesmos foram fixados em formol a 10%. Os fragmentos foram retirados do formol e
colocados em alcool 70% e posteriormente parafinizados. As laAminas foram preparadas
com o material intestinal no Departamento de Morfologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte. A seguir, foram realizados cortes histoldgicos de 5um de espessura
e foram fixados a laminas de vidro e pré-coradas com hematoxilina e eosina. As |1aminas
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Grupo 3 — Grupo 6leo de linhaga: administrou-se por gavagem 0,25mL/dia do dleo
de linhaga durante as 04 semanas de experimento.

Grupo 4 — Grupo linhaga + mucosite, os animais deste grupo receberam 0,25mL
da suplementacdao por gavagem com éleo de linhaca durante as 04 semanas do
tratamento. A ragao comercial e a oferta de dagua foram ad libitum. Este grupo foi
submetido a indugdo da mucosite intestinal de acordo com o protocolo de mucosite nos
03 ultimos dias do experimento.

A seguir a representacao dos grupos no desenho amostral do estudo (Figura 1).
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Figura 1: Desenho amostral do estudo.

Figura 1: ilustracdo dos protocolos de tratamento dos diferentes grupos. Grupo 1 é o grupo
controle (nao fez uso de suplemento e de farmaco). Grupo 2 recebeu 2,5mg/kg de Metotrexato

-nos 03 ultimos dias do experimento por dose subcutdnea e serviu como controle positivo. O

grupo 3 recebeu por gavagem 0,25mL do dleo de linhaga nas 04 semanas do estudo. Grupo 4
recebeu por gavagem 0,25mL do oleo de‘linhaca nfas 04 semanas do estudo e 2,5mg/kg de
Metotrexato nos 03 ultimos dias consecutivos do experimento por dose subcutianea. Todos os
animais foram sacrificados 24 horas apds o término da suplementacao do o6leo de linhaca e/ou do
recebimento do metotrexato. -

Para a mensuracao da massa corpérea dos animais e observar a evolucido
ponderal, foi utilizada uma balan¢a digital de marca Toledo, modelo 9094C/4, Brasil, 03
vezes por semana.

Ao final da 42 semana de experimento, os animais foram sacrificados para a
andlise do_estudo. O sacrificio foi realizado por deslocamento cervical estando os
animais, préviamg;\te anestesiados, com de ketamina (130mg/Kg) e xilazina (0,3mg/Kg).
Apos o sacrificio dos animais para a anélisg histomorfométrica foram coletados 3 cm do
duodeno, jejuno ‘e ileo intestinal (CARNEIRO-FILHO, 2004; KONING et al., 2007) os
mesmos foram fixados em formol a 10%. Os fragmentos foram retirados do formol e
colocados em alcool 70% e posteriormente parafinizados. As laminas foram preparadas
com o material intestinal no Departamento de Morfologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte. A seguir, foram realizados cortes histolégicos de 5um de espessura
e foram fixados a laminas de vidro e pré-coradas com hematoxilina e eosina. As |1aminas
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foram codificadas e enumeradas de acordo com os grupos em tratamento. As leituras de
todas as laminas foram realizadas em microscopio optico com objetiva milimétrica da
marca Olympus, no Departamento de Morfologia/UFRN.

As medidas da altura das vilosidades foram verificadas considerando desde o
ponto de encontro entre duas vilosidades até a regiao apical da vilosidade mensurada
(altura do vilo), e as criptas intestinais foram definidas como o ponto de encontro entre
dois vilos medidos até o inicio da camada submucosa (FIGURA 2) (BELARMINO FILHO,
2010). Uma meédia dos vilos e criptas foram calculadas posteriormente através do
software Excel versao 2011.

Para a padronizacao da leitura das laminas, 10 vilosidades e 10 criptas adjacentes
as vilosidades foram visualizadas para a sua quantificacao em comprimento e

profundidade respectivamente, através de uma ocular milimetrada com aproximacao de
20x (MOTA, 2004).

»

\ '.

FIGURA 2: Demonstracao de como é feita a medida das vilosidades e criptas intestinais (V:

Vilosidades e C: Criptas).

O referido estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, obedecendo-se as recomendacOes do

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado de acordo com o

Protocolo n? 046/2009.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que todos os grupos apresentaram um acrescimento linear da
massa corboral durante as 4 semanas do experimento. O grupo controle foi o grupo que
apresentou o crescimento mais elevado dentre os grupos. O grupo linhaga quando
comparado ao grupo controle, nao aﬁresentou um crescimento tao elevado da massa
corporal, sfwspeita;-se a introducao do 6leo de linhaca na dieta podendo ter causado uma
reducio no consumo de racdo. O grupo mucosite nos trés ultimos dias de experimento,
manteve o aumento de peso, ja o grupo linhaca + mucosite houve uma reducdo peso
corpéreo no periodo de indugcdo da mucosite. Essa reducao da massa corpdrea pode
estar relacionada com a dose utilizada neste experimento. A literatura mostra que
algumas doses de metotrexato utilizadas para inducao de mucosite intestinal nao sao
eficazes para reduzir a massa corporea dos animais. Estudos como o de Tran et al., (2009)
utilizando dosagens de 500mg/kg de MTX como dose Unica e Sugiyama et al., (2010) com

Pagina 5



{

MOURA E COSTA (2013)

dose de 1,25mg/kg/dia durante quatro dias subsequentes ndo promoveram alteracdo de
peso corpdéreo nos animais. (FIGURA 3).

RS T SRR M P b B e

dias de pesagem

X
wme=Controle "™ Mucosite ™™ =Linhaca "™ Linhaca+mucosite

Figura 3: Comportamento do Peso de Camundongos segundo o Tratamento.

Figura 3: Efeito do tratamento com o6leo de linhaca e/ou do MTX sobre a evolucdo da massa
corporal de camundongos machos.

Com base nos resultados do grupo 1 pode-se verificar as alteracdes das
vilosidades intestinais dos demais grupos. Foi visto que os grupos 2 e 4 os quais foram
submetidos ao uso do quimioterapico sofreram atrofia de vilosidades nos seguimentos
duodeno, jejuno e ileo, revelando resultados tom diferentes quando comparadas ao
grupo controle. O grupo 3 apresentou resultados semelhantes ao grupo 1 para todos os
seguimentos. Em relagao ao grupo linhaca + mucosite, observou-se que linhaca ndo foi
capaz de prevenir os danos causados pelo farmaco. (Figura 4). Resultados semelhantes

com a diminuig'a’o das vilosidades intestinais dos animais submetidos a mucosite através
do MTX foram relatados por Dadhania et al (2010).
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Quanto as criptas intestinais, o grupo mucosite ndo apresentou diferencas nos
seguimentos duodeno e jejuno, comparando-as ao grupo controle. J& para a
profundidade das criptas do ileo foi observado que estas apresentam diferencas estando
menores que as criptas do grupo controle.

Observando as criptas intestinais do grupo linhaca em relacdo ao grupo controle
podemos notar que nao houve diferengas relevantes sobre as criptas no segmento
duodeno. No segmento jejuno pode-se perceber um aumento da profundidade das
criptas, podendo supor que o éleo de linhaca gerou um crescimento celular neste local. O
crescimento das criptas € um ponto positivo pois o celular garante que e que essas
células irdo se diferenciar em vilosidades intestinais (ROSA et al., 2010). Todavia, o
segmento ileo apresentou uma diminui¢do sobre a profundidade das criptas intestinais, o
que pode sugerir que a suplementagdo ndo gerou estimulo celular neste segmento.

O grupo linhaga + mucosite quando comparadas ao do grupo mucosite, pode-se
perceber nos segmento duodeno e ileo um aumento da profundidade nas criptas
intestinais, por outro lado, no segmento jejuno as criptas ndo apresentaram diferencas.

Diferentemente do efeito do MTX nas vilosidades, causando dano, e visto que a
linhaca ndo preveniu a injuria causada nos grupos nos quais foi administrado o MTX, nas
criptas intestinais foi possivel observar que o tratamento com dleo de linhaca com
posterior uso do MTX teve efeito positivo nos segmentos duodeno e ileo, demonstrando

que o 6leo de linhaga promoveu um efeito protetor celular nas criptas intestinais.
Figura 5: Média de profundidade das criptas .
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CONSIDERACOES FINAIS

Os animais apresentaram crescimento linear durante o experimento e na
presenca do MTX, ocorreu uma reducao da massa corporal no grupo tratado.

Foi comprovado que o farmaco causou danos nas vilosidades e criptas
intestinais nos segmentos do intestino delgado dos 4 grupos. Notou-se também que
vilosidades do segmento ileo foi o mais afetado em todos os grupos do experimento.

A suplementacao do 6leo de linhaga nos animais com mucosite nao preveniu os
danos causados pelo quimioterapico. Porém o pré-tratamento com o oleo de linhaga
promoveu a restauracao das vilosidades e criptas do intestino delgado. Mais estudos e

experimentos necessitam ser realizados para a comprovacao. Podendo ser analisados
variacoes de dosagem e tempo de experimento diferentes.
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TITULO DO ARTIGO

INTRODUCAO

Escreva o texto utilizando esta formatacao que a diagramacao da revista realizara o
enquadramento em suas normas.

A HOLOS recebe artigos em portugués, inglés e espanhos.

A organizagao do texto e seu formato seguirdo as presentes instrucoes:

O texto integral do trabalho, incluido Titulo, Nomes e Qualificacdo dos Autores, Resumo, Palavras-
chave, Subtitulos, Corpo do Trabalho, Tabelas e Referéncias Bibliograficas. O espacamento entre linhas
devera ser SIMPLES. :

Para o corpo do trabalho, serao utilizados os seguintes formatos e alinhamentos:

e SUBTITULOS - fonte Colibri, corpo 12, negrito, alinhado a esquerda.

e Corpo do texto - fonte Colibri, corpo 12, justificado.

e Tabelas - Deverao ser numeradas seqliencialmente, referidas no texto e devem necessariamente
estar inseridas no mesmo arquivo do texto do trabalho e ndo como anexos ou arquivos a parte,
centralizadas. Titulos de Tabela - Deverdo ser incluidos na linha imediatamente anterior 3 Tabela e
centralizados. Utilizar fonte Colibri, corpo 12, negrito. Exemplo:

Tabela 1: Parametros e Téecnid¢as Analiticas Utilizadas.

PARAMETROS TECNICA ANALITICA UNIDADE
e - r
PH Direto, Potenciométrico @ |  -emeeeeeeee-
SST | Standard Methods, Gravimétrico mg/L
dSsv Standard Methcﬁs, Gravimétrico | mg/L 5
DQO ~ | standard Methods, Refluxo Aberto mg/L

o

- 5} o - ' 4 o . o F - = ~
e Figuras/Fotografias - Podem ser incluidas livremente. Todas as figuras, graficos, ilustracdes e
fotografias deverdo ser referenciadas como figuras e devem necessariamente estar inseridas no

..............................................
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mesmo arquivo do texto do trabalho, centralizadas. Deverdo também ser numeradas

sequencialmente e referidas no texto do trabalho.
Titulo de Figura/Fotografia - Devera ser incluido na linha imediatamente posterior a Figura e

entralizado. Utilizar fonte Colibri, corpo 12, negrito. Exemplo:
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Figura 1 - Mapa mostrando a localizacdo das esgagﬁes monitoradas na Costa Norte Potiguar.

»

Formulas ou Equagdes - Utilizar fonte Times New Roman, corpo 12, em negrito e alinhadas a
esquerda. Deverdao também ser numeradas seqiiencialmente e referidas no texto do trabalho.

Exemplo: * ;

NO; — NO, - NO — N70 —> N, | equacio (1)

Kl .

* Marcadores (Bullets) - Seu uso é permitido para dar énfase e destaque a itens, topicos e subitens.

e

O texto qeveré ser cuidadosamente verificado e submetido ao corretor ortografico, no idioma nativo,

visando minimizar o trabalho de-edigdo da equipe de producdo. Os termos normalmente grafados em
italico poderdo ser tanto formatados em itdlico quanto sublinhados. Serdo aceitos entrelinhamentos

iy - 2

diferenciados para destacar paragrafos ou itens com marcadores.
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Ao final do texto deverdo aparecer as REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS, utilizando fonte Colibri,
corpo 12, alinhamento de paragrafo justificado e espacamento de paragrafo de 6 pontos
(depois). No inicio de cada item bibliografico devera ser usado um marcador de numeracao
crescente, com Posicao do Numero: esquerdo, Alinhado em: 0 cm e distancia de recuo de texto
Recuar em: 0,6 cm. Exemplo:

1 linhas em branco
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