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RESUMO

A asma brénquica é uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, € considerada um
importante problema de salde publica e sua prevaléncia vem crescendo
consideravelmente nas ultimas décadas. A resposta inflamatoria envolvida na génese da
asma é complexa e envolve uma variedade de mediadores inflamatorios que podem
levar a geracdo de radicais livres, com consequente estresse oxidativo. Embora o
tratamento farmacoldgico seja, geralmente, eficaz, os medicamentos utilizados muitas
vezes apresentam efeitos colaterais significativos como candidiase oral e esofagiana,
odinofagia, disfagia, disfonia entre outros. Alguns imunonutrientes vém sendo
apontados na prevencdo e tratamento da asma, dentre eles os acidos graxos poli-
insaturado Omega 3 presente em peixes e dleos. Assim, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito anti-inflamatorio e antioxidante da suplementacdo com Gleo de
linhaga marrom em criangas e adolescentes com asma bronquica moderada. Estudo do
tipo ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo controlado com criancas e
adolescentes de ambos o0s sexos, entre 7 e 19 anos, diagnosticados com asma bronquica
moderada, em uso de broncodilatador inalado, atendidos no ambulatério de Alergologia
e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, no
periodo de julho de 2013 a agosto de 2014. Os pacientes foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: grupo linhaca, os quais foram suplementados com 6leo
de linhaca marrom e grupo placebo, que receberam capsulas contendo glucose de milho,
com a mesma cor e aspecto do 6leo de linhaca. Os pacientes foram orientados a ingerir
1 capsula contendo 1 grama de 6leo de linhaca marrom ou placebo por dia, durante 6
semanas. Para avaliagdo do estado nutricional foram utilizados os indices de massa
corporal para idade (IMC/I) e estatura para idade (E/I). Foram analisados parametros
inflamatorios do sangue dos pacientes antes e apds a suplementacdo. Para analise
estatistica foi empregado o teste “t” de Student pareado ¢ o de Kruskal-Wallis seguido
do pos-teste de Dunn’s. Foram avaliados 63 pacientes, sendo 31 suplementadas com
6leo de linhaca marrom e 32 do grupo placebo. A maior parte da amostra era do sexo
masculino, com idade entre 7,1 e 18,9 anos. Em ambos os grupos, prevaleceu a eutrofia.
Entretanto, observou-se que 34,9% da amostra tinham excesso de peso. Ndo foram
encontradas diferencgas entre os dados de idade, peso, altura e IMC entre os grupos. No
grupo linhaca foram encontradas reducées no numero de eosinéfilos (de 4,53%=1,61
para 2,9%0,99), nos niveis de Imunoglobulina E (de 122,9Ul/mL+27,9 para
68,5U1/mL+28,1), na peroxidacdo lipidica (0,205+£0,013nmol versus 0,076+0,005nmol)
e no carbonil (37,36+5,9nmol versus 2,08+1,39nmol) e aumento no total de tiol
(6,90+0,67nmol para 9,86+1,63nmol), porém, ndo foram encontradas diferencas na
producdo de catalase. No grupo placebo nenhum dos pardmetros analisados deram
diferenca. Em conclusdo, a suplementacdo com 6leo de linhaca marrom atuou como
terapia coadjuvante na asma por reduzir os parametros inflamatérios de criancas e
adolescentes com asma moderada.

Palavras-chave: Oleo de semente do linho. Leucdcitos. Peroxidagio de lipideos.
Reagentes de sulfidrila. Antioxidantes.



ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways, considered a major public
health problem and its prevalence has increased considerably in recent decades. The
inflammatory response involved in the genesis of asthma is complex and involves a
variety of types of inflammatory mediators that can lead to the generation of free
radicals and consequent oxidative stress. Although pharmacological treatment is
generally effective, the drugs used often have significant side effects. Some
immunonutrients has been pointed to the prevention and treatment of asthma, including
polyunsaturated fatty acids Omega 3. The objective of this study was to investigate the
effects of supplementation with brown flaxseed oil on inflammatory parameters in
children and adolescents with moderate asthma. Randomized, double-blind, placebo
controlled study with children and adolescents of both sexes, aged between 7 and 19
years, diagnosed with moderate bronchial asthma, inhaled bronchodilator in use seen in
the ambulatory of Allergology and Immunology, Hospital das Clinicas, Federal
University of Pernambuco, from July 2013 to August 2014. Patients were randomly
distributed into two groups: flaxseed group, which were supplemented with brown
flaxseed oil and placebo group, who received capsules containing corn syrup, with the
same color and appearance of linseed oil. Patients were instructed to ingest 1 capsule
containing 1 gram of linseed oil or placebo daily for 6 weeks. To assess the nutritional
status of the body mass indices were used for age (BMI/A) and height for age (H/A).
Inflammatory parameters from blood of patients were analyzed before and after
supplementation. For statistical analysis was used the "t" test of Student and the
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test. We evaluated 63 patients, 31
supplemented with linseed oil and 32 in the placebo group. Most of sample was male
and aged between 7.1 and 18.9 years. In both groups eutrophy was prevalent. No
differences were found between the data age, weight, height and BMI between groups.
In the flaxseed group was found reductions in the number of eosinophils (4.53%z+1.61
to 2.9+0.99%), levels of immunoglobulin E (from 122.9Ul/mL+27.9 to
68.5U1/ml+28.1), lipid peroxidation (0.205+0,013nmol versus 0.076+0,005nmol) and
carbonyl (37.36+5,9nmol vs. 2.08+1.39nmol) and increased total thiol
(6.90£0,67nmolto 9.86+1.63nmol), but no differences were found in the production of
catalase. In the placebo group no differences were observed. In conclusion, brown
flaxseed oil supplementation served as adjuvant therapy in asthma by reducing the
inflammatory parameters of children and adolescents with moderate asthma.

Keywords: Flax seed oil. Leukocytes. Lipid peroxidation. Sulfhydryl reagents.
Antioxidants.
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1 APRESENTACAO

A asma brénquica é uma doenga inflamatdria cronica e é caracterizada por
broncoespasmo, hipersecrecdo de muco e edema da mucosa das vias aéreas acarretando
diminuicdo do volume expiratério forcado (VEF), dispnéia, tosse e chiado (SINGAS e
KARPEL, 2011). Sua patogénese é decorrente da liberacdo de mediadores inflamatorios
por mastocitos em resposta a alérgenos, induzindo hiper-reatividade brénquica com
afrouxamento das jungdes do epitélio bronquiolar, aumento da permeabilidade capilar e
contracdes espasmaddicas dos musculos lisos que circundam os brénquios, causando
estreitamento e obstrugdo aguda e transitoria das vias aéreas (ANDERSON et al., 2009,
COCKCROFT e DAVIS, 2006; SINGAS e KARPEL, 2011).

A doenca apresenta-se de maneira intermitente, leve, moderada e grave
dependendo dos nameros de intercorréncias diarias, gravidade do broncoespasmo e
dosagem de farmacos (IV DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA
ASMA, 2006).

A asma é considerada um importante problema de salde publica e sua
prevaléncia vem crescendo consideravelmente nas Gltimas décadas (OMS, 2008; SOLE
et al., 2006). Além disso, a asma é a doenca que estd mais relacionada a necessidade de
cuidados em servicos de emergéncia médica, bem como a hospitalizagdes em criancas
(NEFFEN, 2005). Os gastos com asma grave consomem quase 25% da renda familiar
dos pacientes da classe menos favorecida, sendo que a recomendacdo da Organizagédo
Mundial de Satde (OMS) é de que ndo exceda 5% (OMS, 2009).

A inflamacdo cronica da asma é um processo no qual existe um ciclo continuo
de agressdo e reparo que pode levar a alteragdes estruturais irreversiveis, isto é, o
remodelamento das vias aéreas (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 2012). Embora o
tratamento farmacoldgico seja geralmente eficaz, os medicamentos utilizados muitas
vezes apresentam efeitos colaterais significativos como candidiase oral e esofagiana,
odinofagia, disfagia, disfonia, aumento do peso, retardo do crescimento, entre outros
(FERNANDES et al., 2001). Terapias alternativas que reduzam as exigéncias de
intervengdes farmacoldgicas seriam benéficas e poderiam reduzir consideravelmente os
custos pessoais e de saude publica gerados pela doenca (MCKEEVER e BRITTON,
2004).



19

Alguns imunonutrientes vém sendo apontados na prevencao e tratamento para a
asma, dentre eles, os acidos graxos poli-insaturados Omega 3 (n-3) (NAGAKURA et
al., 2000). O interesse da acéo desse &cido graxo sobre a asma iniciou com o estudo de
Horrobin (1987), que sugeriu a hipdtese de que a baixa incidéncia de asma na populacao
indigena americana era decorrente do consumo elevado de 6leo de peixe, o qual é rico
em n-3, principalmente nos acidos eicosapentandico (EPA, 20:5 n-3) e docosahexandico
(DHA, 22:6 n-3), os quais sdo sintetizados a partir do &cido alfa-linolénico (ALA, 18:3
n-3).

Apls o consumo, estes acidos graxos, principalmente o EPA, podem ser
incorporados nas membranas celulares e reduzir a quantidade de acido araquidénico,
produto do Omega 6 (n-6), o qual estaria menos disponivel para a sintese de
eicosandides pro-inflamatdrios, como as prostaglandinas, leucotrienos e 0s
tromboxanos. Da mesma forma, também podem reduzir a producdo de radicais livres e
de citocinas inflamatdrias (GIL, 2002; REISMAN, 2006).

Estudos tém mostrado beneficios com a suplementacdo com 6leo de peixe, rico
em n-3 (METCALF et al., 2007; FURST, 2000). Porém, o dleo de linhaca, além de ter
um custo inferior, € menos susceptivel a oxidacdo e melhor palatabilidade do que o 6leo
de peixe. Além disso, € um alimento livre de poluentes, ndo processado, € um produto
organico e sua fonte é renovavel e sustentavel. Porém, diferentemente do 6leo de peixe,
0 6leo de linhaca apresenta maiores concentracGes de ALA, o qual ainda precisa ser
convertido em EPA e DHA no organismo (BARCELO-COBLIJN et al., 2008; KAUL et
al.,, 2008; KEW et al., 2003). Neste sentido, estudos desenvolvidos com a
suplementacdo de &cidos graxos poli-insaturados provenientes do 6leo de linhaca em
pacientes asmaticos sdo de interesse.

Sendo assim, a pergunta condutora que norteou esta pesquisa foi: Qual o efeito
da suplementacdo com 6leo de linhaca marrom sobre a resposta inflamatéria de criancas
e adolescentes com asma?

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito antioxidante do dleo de
linhaca marrom sobre os parametros inflamatorios de criancas e adolescentes com asma
brénquica moderada. A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Imunopatologia
Keiso Azami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e no Hospital
das Clinicas de Pernambuco (HC/UFPE), tendo como orientadora a Prof?. Dr? Célia
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Maria Machado Barbosa de Castro e como co-orientadora a Prof?, Dr?. Maria Eugénia
Farias Almeida Motta.

O 1° artigo, intitulado: Suplementagdo com o6leo de linhaca marrom reduz os
mediadores inflamatorios de criancas e adolescentes asmaticos, estd apresentado
como resultado da pesquisa e disposto em sua versdo original. Foi submetido como
artigo original na revista: Jornal de Pediatria (Anexo B). As normas para publicagdo na
revista estdo dispostas no Anexo D. O periddico possui qualis B2 no comité de Nutri¢do
da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Em
resumo, neste artigo, foram avaliados, antes e ap0s a suplementacdo com Oleo de
linhaga marrom ou placebo, o estado nutricional, a contagem de eosindfilos e de
Imunoglobulina E de criancas e adolescentes de ambos 0s sexos, entre 7 e 19 anos,
diagnosticados com asma bréngquica moderada e atendidos no ambulatorio de
Alergologia e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE), no periodo de julho de 2013 a agosto de 2014.

O 2° artigo, intitulado: Suplementacdo com 6leo de linhaca marrom reduz o
dano oxidativo em criancas e adolescentes asmaticos, também esta apresentado como
resultado da pesquisa e esta disposto em sua versdo original. Foi submetido como artigo
original na revista: Revista de Nutricdo (Anexo C). As normas para publicacdo na
revista estdo dispostas no Anexo E. O periddico possui qualis B1 no comité de Nutricdo
da CAPES. Em resumo, neste artigo, foram avaliados, antes e apds a suplementacéo
com 6leo de linhaca marrom ou placebo, a peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica,
proteinas sulfidrilas e catalase de criangas e adolescentes de ambos 0s sexos, entre 7 e
19 anos, diagnosticados com asma brénquica moderada e atendidos no ambulatério de
Alergologia e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE), no periodo de julho de 2013 a agosto de 2014.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Asma na Infancia e Adolescéncia

A asma e uma doenca inflamatoria pulmonar crénica grave caracterizada por
episodios recorrentes de falta de ar, com expiracdo prolongada acompanhada de tosse
seca € muco Viscoso. Esses sintomas sdo decorrentes da broncoconstricdo,
espessamento da mucosa brénguica por edema, infiltracdo eosinofilica, remodelacdo da
parede bronquica e producdo excessiva de muco como obstrucdo das vias aéreas dos
pulmdes. Estas alteracbes nas vias respiratorias levam a um aumento da hiper-
reatividade bronquica em resposta a uma variedade de estimulos alérgicos e ndo
alérgicos. A obstrucdo é geralmente reversivel, espontaneamente ou em resposta a
terapéutica adequada (ANDERSON et al., 2009, BOSNJAK et al., 2011; COCKCROFT
e DAVIS, 2006; SINGAS e KARPEL, 2011).

Cerca de 70-80% dos casos € causada por alérgenos comuns, por exemplo,
polen, poeira doméstica, pelos de animais, inalantes, alimentos, medicamentos,
poluentes gasosos, produtos quimicos, drogas, bactérias e virus causando uma resposta
imune excessiva ou inapropriada que pode causar danos aos tecidos pulmonares
(BOSNJAK et al., 2011).

A asma na infancia e adolescéncia constitui uma importante causa de morbidade,
resultando em comprometimento de atividades diarias e faltas escolares. Sua
prevaléncia vem aumentando nas Ultimas décadas, sendo considerada, atualmente, uma
das principais doengas cronicas no mundo (ANADAN et al., 2010). A asma afeta cerca
de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo (OMS, 2007). No Brasil, anualmente,
ocorrem cerca de 350.000 internacfes por asma, sendo a quarta causa de hospitalizacdes
pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2005). Asma atopica ou alérgica
geralmente ocorre na infancia ou na idade adulta jovem (com idade inferior a 40 anos)
(OMS, 2008). A figura 1 mostra o perfil da prevaléncia de asma clinica no mundo.
Observa-se que o Brasil esta entre os paises que apresentam maior prevaléncia de asma

clinica.



23

b oash

Ny,

‘;\ : » /}

Proporgéo da populagao (%)
(= >10.0 B 25-5.0
7.6 -10.0 I 1 0-25
51-75 Dados ndo disponiveis

Figura 1: Perfil da prevaléncia de asma clinica no mundo (adaptado de

Bousquet et al., 2005).

As Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o

Manejo da Asma, (2012), recomenda a classificacdo dos casos de asma em quatro niveis

de gravidade clinica, baseando-se na frequéncia dos sintomas (dispneia sibilante e/ou

tosse), despertares noturnos, necessidade de agonista inalado para alivio, limitacdo de

atividades, exarcebacoes, e na funcdo pulmonar (volume expiratério final no primeiro

segundo, VEF1): intermitente, persistente leve, moderada e grave. O diagndstico

baseado na gravidade da asma esta descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo da gravidade da asma.

Persistente

Intermitente Leve Moderada Grave
Sintomas Raros Semanais Diarios Diarios ou
continuos
Despertares noturnos Raros Mensais Semanais Quase
diarios
Necessidade de agente Rara Eventual Diéaria Diaria
beta2-agonista inalado
para alivio
Limitagdo de atividades Nenhuma Presente nas Presente nas Continua

exarcebacoes

exarcebacdes
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ExarcebacOes Raras Afeta atividades  Afeta atividades  Frequentes
e 0 Sono e 0 sono
VEF1 ou PFE >80% >80% previsto  60-80% previsto <60%
previsto previsto
Variagdo VEF1 ou PFE 20% <20%-30% >30% >30%

Fonte: DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA
E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 2012.

Ha estimativas de que 60% dos casos de asma sejam classificados em
intermitente ou persistente leve, 25 a 30% sejam asma moderada e 5 a 10%, asma grave.
Embora, os pacientes com asma grave sejam minoria, representam a parcela maior em
utilizacdo de recursos de saude, morbimortalidade e custos (IV DIRETRIZES
BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006).

A resposta imune alérgica é também conhecida como hipersensibilidade
imediata, pois 0s sintomas ap0s a exposi¢cdo ao antigeno sdo rapidos, ocorrendo dentro
de minutos. E um processo complexo que tem inicio com a ativacdo de células
alérgeno-especifica T auxiliares tipo 2 (Th2) pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs), seguido por sua proliferacdo, as quais estimulam as células B que se
diferenciam em plasmacitos, estimulada pelas interleucinas IL- 4 e IL-13, e produzem
Imunoglobulina E (IgE) reativa ao alérgeno. Em seguida, a IgE entra na circulagdo e é
rapidamente capturada pelos receptores dos mastocitos teciduais, levando a
degranulacdo de mastécitos e a liberagdo de mediadores inflamatérios como histamina,
prostaglandinas da série 2 e leucotrienos da série 4 que ocasiona contracdo da
musculatura lisa vascular, causando broncoespasmo, edema e obstrucdo das vias aéreas
que sdo responsaveis pela sintomatologia da asma, como falta de ar, tosse e chiado,
dificultando a passagem do ar (Figura 2) (BOSNJAK et al., 2011; LARCHE et al.,
2003; LEIGH ET AL., 2004).

A exposicdo frequente aos alérgenos mantém as células Th2 de memoria
ativadas e induz a disfuncdo cronica do sistema imune, resultando em processo
inflamatdrio persistente, levando a liberacdo excessiva de mediadores imunoldgicos
préinflamatorios, incluindo as interleucinas: IL-4, IL-5 e IL-13 que causam a maturacao
de eosindfilos e neutréfilos, aumentando a liberagdo de eosindfilos na corrente
sanguinea e de radicais livres (RLs) produzidos pelos neutréfilos, como 6xido nitrico e

superéxido (BARNES, 2008). Essa amplificacdo da resposta inflamatdria acarreta
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inflamacdo das vias aéreas, hipereatividade brénquica e obstrucdo das vias aéreas
(Figura 2) (HAMMAD e LAMBRECHT, 2011).
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Figura 2 — Resposta imune alérgica na asma. Referénciaz HAMMAD e

LAMBRECHT, 2011

Em pacientes asmaticos, hd uma grande liberacdo de RLs pelos neutro6filos e
monocitos do sangue periférico, assim como pelos leucécitos de vias aeriferas,
principalmente durante os periodos de exacerbacdo da doenca (SARTORELLI et al.,
2009). Na asma, 0 excesso de RLs leva a injdria aguda das células e tecidos pulmonares
através da peroxidacdo lipidica, da oxidacdo proteica e da liberacdo de mediadores
enddgenos, especialmente os metabdlitos do acido araquidénico, que ativam ainda o
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fator nuclear de transcricio kB (NFkB) amplificando a resposta inflamatdria
(SUGIURA e ICHINOSE, 2008).

Alguns estudos foram conduzidos em criangas e adolescente asmaéticos para
verificar a liberacdo de radicais livres. Sartorelli et al., (2009) ao avaliar 32 pacientes
com asma cronica, entre 6 e 18 anos, observaram que a liberacdo de anion superdxido
por granuldcitos de sangue periférico foi significativamente maior nos individuos
asmaticos em relacdo aos sadios. Resultados semelhantes foram encontrados por Marcal
et al., (2004), que também encontraram uma maior producdo de superdxido por
granulécitos em 33 pacientes asmaticos, de ambos 0s sexos, com idade entre 6 e 16 anos
em relagdo ao grupo controle. Ademais, observa-se também uma correlagéo direta entre
producdo de anion superdxido por neutrofilos de sangue periférico e gravidade,
progressdo e duracdo da doenca (SARTORELLI et al., 2009). Tais achados também
foram encontrados por outros autores (BOWLER & CRAPP, 2002; LACY et al., 2003;
MONTESEIRIN et al., 2002). Estes resultados indicam que criancas e adolescentes
asmaticos por apresentarem uma maior producdo de RLs, estdo mais propensos ao
estresse oxidativo, que pode ser o fator desencadeador da fisiopatologia da doenca.

Ao longo do tempo, diversas estratégias terapéuticas foram desenvolvidas para o
tratamento da asma, incluindo o uso de medicacOes agonistas beta 2 de acdo curta,
medicacOes anti-inflamatdrias como corticosteroides inalatdrios e antagonistas oral de
leucotrienos. Porém, tais medicacOes ainda trazem efeitos colaterais indesejados como
aumento do peso, retardo do crescimento, candidiase oral e rouquiddo (BATEMAN et
al., 2008).

2.2 Sistema Imune

O sistema imune de mamiferos inclui um complexo conjunto de células e de
moléculas que interagem para fornecer a protecdo contra micrébios patogénicos
(bactérias, virus, parasitas, fungos) (CHANDRA, 2002; LIMA e SAMPAIO, 2007). As
células constituintes deste sistema sdo derivadas das células-tronco hematopoéticas
pluripotentes, localizadas na medula déssea, que podem se diferenciar na linhagem
mieloide que compreendem os granulécitos polimorfonucleares (neutrofilos, eosinofilos
e basofilos), os monocitos/macrofagos ou na linhagem linféide compostas pelos
linfécitos T, B e células natural killer [NK]. (LEANDRO et al., 2007). (Fig 3).
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Figura 3: Esquema do sistema imune. Fonte: Delcenserie, 2008.

O sistema imune compreende dois componentes principais: 0 sistema imune
inato e o adquirido (DELCENSERIE et al., 2008; KLAUS-HELGE e LOTHAR, 2003).
A defesa inata esta presente desde o nascimento, ndo é especifica e pode responder aos
diferentes agentes da mesma forma sem produzir células de memdria. Compreende
barreiras estruturais (pele e membranas mucosas) e fisiologicas (pH e niveis de
oxigénio). Em adicdo, células fagocitérias e outros leucécitos, como as células natural
killer (NK), estdo envolvidas diretamente na fagocitose, pinocitose, morte celular e
resposta inflamatoria. Tais processos ndo sao influenciados pelo contato prévio com o
agente infeccioso e formam a primeira linha de defesa do organismo, eliminando células
infectadas por virus e celulas tumorais, retardando o estabelecimento da infecgdo
(DELCENSERIE et al., 2008; KLAUS-HELGE e LOTHAR, 2003).

As células de maior destaque na resposta imune inata sdo os neutrofilos e
macrofagos. Ambos produzem citocinas, proteinas sinalizadoras que recrutam outras
celulas inflamatdrias, durante o desencadeamento da resposta imune. Interferons (IFN),
interleucinas (IL) e o fator de necrose tumoral (TNFa e TNFp) s@o as principais
citocinas envolvidas na resposta imune (BESEDOVSKY e REY 2006; VIZI, 1998). As
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células NK reagem rapidamente a presenca de células infectadas por virus e agem
também eliminando determinados tipos de células tumorais (DELCENSERIE et al.,
2008; KLAUS-HELGE e LOTHAR, 2003).

Os mondcitos sdo células presentes no sangue periférico e constituem a segunda
maior populacédo celular do sistema imune. Na presenca de um estimulo, migram para
os tecidos e se diferenciam em macrdfagos. Apos diferenciacdo, os macr6fagos podem
apresentar algumas alteracbes como: incremento da aderéncia, do tamanho, da
velocidade de deslocamento e da atividade fagocitica (MELO et al., 2008; GORDON,
2007; SCHULENBURG, KURZ e EWBANK, 2004).

Frente ao estimulo, os macrofagos podem responder de trés formas diferentes:
realizando fagocitose, através de enzimas lisossémicas; citotoxidade, pelo auxilio dos
linfécitos T ou produzindo e liberando um amplo espectro de mediadores, como as
espécies reativas de oxigénio (superdxido) e nitrogénio (6xido nitrico) que sdo
responsaveis pela destruicdo dos microorganismos fagocitados (GORDON, 2007;
SCHULENBURG, KURZ e EWBANK, 2004).

Ja a resposta imune adquirida atua por maior periodo do que a inata e apresenta
especificidade e memoria. Esta defesa fornece uma protecdo mais efetiva contra
patdgenos por sua habilidade em memorizar e reconhecer expressivo numero de
antigenos. E composta por células de memoria B e T (DELCENSERIE et al., 2008;
KLAUS-HELGE e LOTHAR, 2003).

As células B sdo maturadas na medula 6ssea, contribuem para a resposta imune
por meio da secre¢do de anticorpos ou imunoglobulinas que sdo sintetizadas pelas
células B diferenciadas, denominadas plasmacitos. As imunoglobulinas sdo subdividas
em cinco classes: IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM (imunidade humoral) e, as células T, na
imunidade mediada por células. As células T apresentam-se em populagdes funcionais
distintas: células T helper (CD4, também chamada Th) e células T citotdxicas (CD8 —
divididas em citotdxicas e supressoras) (DELCENSERIE et al., 2008; KLAUS-HELGE
e LOTHAR, 2003; LEANDRO et al., 2007).

Durante a infancia, o timo e a medula 6ssea constituem os principais tecidos
linfoides, responséveis pela sintese e maturacdo das células linfoides (LIMA e
SAMPAIO, 2007). A integridade desses orgaos é primordial para uma resposta imune
eficaz na infancia. A imunodeficiéncia é expressa por leucopenia (diminuicdo dos

leucocitos), linfopenia (diminui¢do dos linfocitos), reducdo no nimero de células T e
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das subpopulacées CD4 e CD8, além da inversdo na relacdo entre linfécitos T helper e
supressor (KLAUS-HELGE e LOTHAR, 2003).

2.3 Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo é o desequilibrio entre as atividades oxidantes e antioxidantes
que resulta na inducdo de danos celulares pelos RLs. Ocorre devido ao aumento da
producdo de RLs ou pela ineficiéncia da defesa antioxidante ou, ainda, pela combinacao
de ambas. RLs ou oxidantes sdo espécies que conttm um ou mais elétron
desemparelhado na sua Orbita, 0 que os tornam altamente reativos (FANG, YANG e
WU, 2002; TATLI, VURAL e KOC, 2000).

Nos mamiferos sdo produzidos RLs de carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio,
mas 0s mais implicados no estresse oxidativo sdo o0s de oxigénio como o superoxido e
de nitrogénio como o O6xido nitrico. Os RLs podem ser produzidos por fontes
enddgenas, como metabolismo normal da célula, ou por fonte exdgena, tais como
irradiacdo, fumo, poluentes, inseticidas entre outros (ARITA et al., 2004; BRANDT et
al., 2007; LEITE e SARNI, 2003).

Os RLs apresentam papel importante na mediagcdo da resposta imune por
atuarem no processo de fagocitose, mecanismo fundamental para a destruicdo de
microorganismos e participam também em diversos processos de sinalizacdo
intracelular. Em células infectadas, acarretam danos aos lipidios da membrana celular,
proteinas intracelulares, e ao DNA nuclear e mitocondrial, levando a injuria celular
induzindo a morte destas células (ARITA et al., 2004; BALL e SOLE, 1998; FANG,
YANG e WU, 2002; MCCORD, 2000; ZHENG e STORZ, 2000).

No entanto, o excesso de RLs pode tornar-se deletério, podendo causar lesdo a
distancia de células normais. Tais efeitos podem ocasionar sequelas adversas como a
carcinogénese, envelhecimento, progressdo de doencgas cardiovasculares, processos
inflamatédrios, entre outros (FANG, YANG e WU, 2002; LEITE e SARNI, 2003;
TATLI, VURAL e KOC, 2000). O estresse oxidativo também tem um importante papel
na patogénese de muitas doencas inflamatorias, particularmente na asma
(CIENCEWICKI, et al. 2008; DOZOR, 2010).
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Ha um sistema eficiente para a neutralizacdo desse excesso de RLs 0s quais séo
convertidos em espécies menos reativas, limitando seus efeitos tdxicos. Em condigdes
fisiologicas, ha duas atividades antioxidantes: uma enzimatica constituida pela
superdxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase e a outra ndo
enzimatica composta por vitaminas e minerais, tais como as vitaminas A, C e E, e os
minerais selénio e zinco (LEITE e SARNI, 2003; TATLI, VURAL e KOC, 2000).

Superdxido dismutase é uma metaloenzima que converte o radical superéxido
em peroxido de hidrogénio (H202) (Fig. 4). A espécie reativa de oxigénio, o H>O;, &,
entdo, decomposta em agua e oxigénio pela catalase ou pela glutationa peroxidase. Ha
trés tipos de SOD nos mamiferos: manganés (Mn)-SOD (SOD1) na matriz
mitocondrial, cobre/zinco (Cu/Zn)-SOD no citosol (SOD2) e SOD extracelular
(NISHIOKA et al, 2003). Uma falha nesse processo de defesa antioxidante podera
ocasionar peroxidacdo lipidica ou lesdo oxidativa no DNA ou em proteinas (YAO,
REDDY e VAN KAMMEN, 2001).

Assim sendo, niveis adequados de enzimas antioxidantes é importante, tanto
para regulacdo e preservacdo da defesa do hospedeiro, como no estabelecimento de

mecanismos que visem impedir uma nova infeccdo (BRANDT et al., 2007).
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Figura 4: Acédo das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, glutationa peroxidase

e a catalase.

2.4 Dieta e Asma

Nas ultimas décadas, tem havido um crescente interesse na investigacdo de
varios fatores ambientais que podem contribuir para a asma, entre eles, a mudanca dos
habitos alimentares (MCKEEVER & BRITTON, 2004). A preferéncia por alimentos
industrializados com alto teor de carboidratos simples e gordura, substituiu os alimentos
in natura (BARROS FILHO, 2004), o que diminuiu substancialmente o consumo de
nutrientes antioxidantes.

Alguns nutrientes estdo relacionados tanto na génese quanto na prevencdo da
asma. O consumo de nutrientes antioxidantes como as vitaminas A, C e E, minerais
como o selénio, cobre, zinco e magnésio, os flavonoides e os 4cidos graxos n-3 estdo
relacionados com a prevencdo da asma. Enquanto que, o sddio e os acidos graxos trans
e n-6 sdo descritos como desencadeadores da asma (MCKEEVER e BRITTON, 2004;
TRICIA E MCKEEVER, 2004). Na tabela 2 esta descrita os nutrientes implicados na

etiologia da asma e seus possiveis efeitos ou mecanismos.

,0, B OH' + OH~ =3 H,0
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Tabela 2 — Nutrientes implicados na etiologia da asma e seus possiveis efeitos ou

mecanismos.

Nutrientes
Vitaminas A, C, E

Vitamina C
Vitamina E

Flavonas e flavonoides

Atividade e possivel mecanismo ou efeito
Antioxidantes, protecdo contra oxidantes inflamatorios
enddgenos e exdgenos.

Inibidor de prostaglandina
Estabilizador de membrana, inibidor da producdo de IgE

Antioxidantes, estabilizacdo de mastdcitos

Magnésio Relaxamento da musculatura lisa, estabilizacdo de mastdcitos
Selénio Antioxidante: cofator da glutationa peroxidade
Cabre, zinco Antioxidante: cofator da superéxido dismutase

Acido graxo 6mega3  Substituicio de leucotrienos, estabilizante de membranas das
celulares inflamatorias

Acido graxo 6mega 6 e Aumento da produgéo de eicosanoides

trans

Sodio Aumento da contracdo da musculatura lisa

Fonte: MCKEEVER & BRITTON, 2004.

Recentemente, tem sido questionado, se o aumento do consumo de alimentos
ricos em &cidos graxo n-6 e a diminui¢do da ingestdo do &cido graxo n-3, é um fator
contribuinte para o aumento de doencas alérgicas como a asma (DE LUIS et al., 2005;
DEVERAUX & SEATON, 2005; FARCHI et al., 2003; MCKEEVER & BRITON,
2004; NAGEL et al., 2005).

O interesse da acdo do acido graxo n-3 sobre a asma iniciou com o estudo de
Horrobin (1987), que sugeriu a hipdtese de que a baixa incidéncia de asma na populacao
indigena americana era decorrente do consumo elevado de 6leo de peixe, o qual € rico
em n-3. Em contrapartida, a dieta ocidental, onde ha uma elevada prevaléncia de asma,
é deficiente em n-3, devido ao baixo consumo de peixes, pela preferéncia alimentar de
alimentos industrializados preparados com 06leos de soja ou milho, os quais s&o ricos em
acidos graxos n-6. A partir desta perspectiva, varios estudos foram conduzidos
suplementando 6leo de peixe em individuos asmaticos, porém, os estudos ainda sdo
inconclusivos e contraditorios (BARDEN et al, 2004; DUNSTAN et al., 2003;
HIBBELN et al., 2006; PEAT et al., 2004; WOODS et al, 2000).
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2.5 Acidos Graxos na Asma

Os lipidios séo ésteres formados por um acido graxo e por um alcool, e perfazem
cerca de 30% das calorias diarias ingeridas de um individuo. Os &cidos graxos podem
ser classificados quanto a saturacdo em saturados e em insaturados. Os saturados sdo
aqueles que ndo possuem dupla ligacdo entre os seus carbonos e o0s insaturados
apresentam pelo menos uma dupla ligacdo entre os carbonos (YOUDIM, MARTIN e
JOSEPH, 2000).

Os insaturados sdo divididos em monoinsaturados (MUFAS), quando
apresentam apenas uma dupla ligacdo e poli-insaturados (PUFAs) quando possuem
mais de uma dupla ligagdo. Exemplo de um &cido graxo monoinsaturado é o oleico ou
Odmega 9 e os &cidos graxos linoleico (18:2, dmega 6, AL) e linolénico (18:3, émega 3,
AAL) sdo poli-insaturados. Os PUFAs sdo essenciais, logo, precisam ser ingeridos pela
alimentacdo, pois 0 nNosso organismo ndo os sintetizam e sdo necessarios para manter
sob condigdes normais, as membranas celulares, as funcdes cerebrais e a transmissao de
impulsos nervosos (YEHUDA et al., 2002; YOUDIM, MARTIN e JOSEPH, 2000).

Segundo a Ingestdo dietética de referéncia (DRIS, 2002), a recomendacdo do
consumo de n-3 é de 0,6 a 1,2% do valor energético total (VET) e de 5 a 10% do VET
de n-6.

Os PUFAs sdo sintetizados a partir do acido linoleico (AL, 18:2 n-6). O AL é
convertido em &cido alfa-linolénico (ALA, 18:3 n-3), a partir do qual sdo sintetizados o
acido eicosapentandico (EPA, 20:5 n-3) e o acido docosahexandico (DHA, 22:6 n-3). O
EPA relaciona-se principalmente com os efeitos anti-inflamatérios, enquanto o DHA ¢
fundamental para o desenvolvimento do cérebro e retina. O n-6, por sua vez, €
proveniente diretamente do AL, o qual produz o &cido araquidénico (AA), responsavel
pela sintese de mediadores inflamatorios (Figura 5) (YATES, CALDER e RAINGER,
2014; GARCIA, GARCIA e HERNANDEZ, 2006).
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Al5-desaturase . . .
Linoleic acid (18:2n-6) 3 o-Linolenic acid (18:3n-3)

(Plants only)
Aé-desaturase A6-desaturase
Y ¥
¥-Linolenic acid (18:3n-6) Stearidonic acid (18:4n-3)
Elongase Elongase
Y ¥
Dihomo-y-linolenic acid (20:3n-6) Eicosatetraenoic acid (20:4n-3)
A5-desaturase A5-desaturase
A J ¥
Arachidonic acid (20:4n-6) Eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5n-3)
Elongase
Elongase
A6-desaturase
B-oxidation
Y

Docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n-3)

Figura 5 — Sintese dos acidos graxos poli-insaturados a partir do acido linoleico e alfa-
linolénico. Fonte: Calder, 2014.

O EPA e 0 AA séo constituintes das membranas bioldgicas das células e sdo
dependentes da ingestdo dietética. Dieta rica em n-3 aumenta a proporcdo de EPA nas
membranas, estimulando a sintese de mediadores anti-inflamatorios. Em contrapartida,
alimentacdo com alto teor de n-6 acentua a quantidade de AA, acarretando na produgéo
de mediadores inflamatdrios (CALDER, 2014; GARCIA, 2006).

Os PUFAs tém sido alvo de inimeros estudos nas Ultimas décadas, os quais
esclareceram muitas das suas funcdes no organismo humano e as rea¢des envolvidas na
sua formacdo a partir dos acidos linoléico e alfa-linolénico. Estudos epidemioldgicos
conduzidos em gestantes, nos primeiros meses apdés 0 nascimento, na infancia,
adolescéncia, na terceira idade e em diversas doengas, principalmente degenerativas e
imunoldgicas, observaram uma baixa incidéncia de desordens autoimunes e
inflamatdrias, como a psoriase, diabetes tipo 1 e asma, associadas ao consumo de n-3,
destacando a importancia desses PUFAs (ALBERTAZZI e COUPLAND, 2002;
HORNSTRA, 2000; UAUY et al, 2001).
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Os AL e AAL estdo presentes tanto em especies vegetais como animais. Na
figura 4 apresenta as concentraces dos acidos linoleico e alfa-linolénico em alimentos
de origem vegetal (SIMOPOULOS, 2004; SIMOPOULOS, 2002).

Tabela 3 - Concentracdo dos acidos linoleico alfa-linolénico e razdo n-6/n-3, em
alimentos de origem vegetal.

Hortalicas 18:2 n-6lmg/gl 18:3 n-3 img/g) n-6/n-3  Cereais e leguminosas 18:2 n-6 {mafg) 18:3 n-3 {ma'g) n-6/n-3
Agriao' 0,4 1.8 0,2  Arroz 0,6 0,1 4.8
Alface’ 0,4 0.9 0,4 Arroz? (parboilizado) ER 0,2 17,9
Bricolis! 0.5 1,1 0,5  Aveia’ 24,4 1,1 22,0
Baldroega’ 0,9 4,1 0,z Ervilha? 1,4 0.3 4,9
Couwe! 1,4 1.8 0,8  Feijag? 0,8 1.1 0,7
Couve-flor! 0,5 1,7 0,3 Lentilha? 1,4 0,4 3,7
Espinafra’ 0,3 1.3 0,2 Milhe? 58,6 1,8 32,5
Hortela' 0.3 2,0 0,2 Sojat 44,6 &,0 7,5
Frutas Oleos

Abacate’ 16,7 1.3 12,5 Cancla 203,0 93,0 2,2
Banana' 0.5 0,3 1,7 Linhaca 127,0 533,0 0,2
rMamao' 0,1 0,3 0,3 milhao 523,0 11,6 451
hanga’ 0,4 0,1 4.0 Cliva 97,6 7,60 12,8
Morango! 1,8 0,7 2.6  Soa 510,0 68,0 7.5

Talimento cru: 2Alimento cozido.

Fonte: MARTIN et al., 2006

A figura 5 relaciona as quantidades de AL, AAL, acido araquidonico (AA),
eicosapentanodico (EPA) e docosapentandico (DHA) em alimentos de origem animal.
Entre os peixes, os de origem marinha, como a sardinha e o salmdo, geralmente
apresentam quantidades maiores de EPA e DHA que os peixes oriundos de &guas
continentais. Isso ocorre, devido a expressiva quantidade desses acidos graxos no
fitoplancton, que prové a sua distribuicdo ao longo da cadeia alimentar marinha. Sendo
que as quantidades de EPA e DHA sdo muito dependentes da dieta a que esses animais
foram submetidos e muitos dos peixes consumidos no Brasil sdo provenientes de
viveiros que diminui consideravelmente a quantidade de n-3. Nos alimentos
provenientes de animais terrestres, que ndo foram submetidos a dietas com fontes
adicionais de AAL, geralmente ndo se observa a presenca de EPA e DHA. Contudo,
alguns desses alimentos sdo fontes de AA (MARTINS, et al., 2006; SIMOPOULOS,
2004; SIMOPOULOS, 2002)
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Tabela 4 - Concentragdo dos &cidos linoléico, alfa-linolénico, araquidonico,
eicosapentanoico e docosapentandico em alimentos de origem animal.

Alimento 18:2 n-6 (mg/g) 18:3 n-3 {mgfa) 20:4 n-3 {mafg} 20:5 n-3 {mafg) 22:6 n-3 {mafg)
Carne hovina 4,1 0,4 0,5 -
Carne de franga’ 46,5 2.5 1.6 0,2 i
Bagre? 26,2 1,8 1,0 1,2 2.2
Carpa® 6.6 3.5 2.0 3,1 1.5
Salmag? 2,2 38 3,4 4,1 14,3
Sardinha’® 35,4 5.0 - 4,7 5.1
Tilapia® 2,9 0,5 3,5 1,3
Truta? 2,2 2,0 2.4 36 57
Leite de vaca’ 16,7 0.8 ;
Leite de cabra’ 10,9 0.4

Salsicha (bowina)? 5,7 0,5

Ovos (galinha)? 26,1 0,5 5.0 - 1.1

Talimento fresco; 2ozido; YGrelhado; ®enlatada com dleo de soja

Fonte: Martin et al., 2006

A eficécia da suplementacdo com alimentos ricos em n-3 na tentativa de atenuar
a resposta inflamatoria, baseia-se no fato de que os &cidos graxos n-3 e 6 competem
entre sim na formacdo de eicasondides (CALDER, 2014; GARCIA, GARCIA,
HERNANDEZ, 2006).

O EPA compete com o AA pela sintese de prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos na via cicloxigenase e lipoxigenase. Quando humanos ingerem n-3, o
EPA leva a um decréscimo da producao de prostaglandina E2 (PGE2), de tromboxano
A2, um potente agregador plaquetario e vasoconstrictor, e na formacdo do leucotrieno
B4, um indutor da inflamacdo e um poderoso indutor da quimiotaxia leucocitéria e
aderéncia (BURDGE e WOOTTON, 2002; SIMOPOULOS, 2004; QIU, 2003). Em
contrapartida, ocorrera um aumento do tromboxano A3, um fraco agregador plaquetario
e um fraco vasoconstrictor e um aumento do leucotrieno B5, um fraco indutor da
inflamacdo e um fraco agente quimiotatico (CALDER, 2014; GARCIA, GARCIA,
HERNANDEZ, 2006) (Figura 6).
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Linoleico Linolénico
18:2 n-6 18:3 n-3
l DIETA
Araquidonico Eicosapentaenoico
20:4 n-6 20:5n-3
Mediadores proinflamatorios Mediadores débilmente inflamatorios
En neutrofilos: En neutrofilos:
LTB, LTB,

Elevada actividad quimiotactica Débil actividad quimiotactica
Agregacion de neutrofilos Agregacion de neutréfilos
LTC,, LTD,, LTE, LTC,, LTD,, LTE,

Vasoconstriccion Débil Vasoconstriceion
Broncoespasmo Débilmente proinflamatorios

Incremento de la
permeabilidad vascular

Figura 6: Principais eicasonoides derivados do AA e do EPA. Fonte: GARCIA,
GARCIA, HERNANDEZ, 2006.

Assim, a razdo entre a ingestdo diaria de alimentos fontes de acidos graxos n-6 e
n-3 assume grande importancia na nutricdo humana, resultando em varias
recomendacdes que tém sido estabelecidas por autores e érgdos de saude, em diferentes
paises. As razbes de 2:1 a 3:1 tém sido recomendadas por alguns autores (MARTIN,
2006; SIMOPOULOS, 2004), por possibilitar uma maior conversdo do &cido alfa-
linolénico em EPA e DHA, que alcanca o seu valor maximo em torno de 2,3:1. Assim,
as razles entre 2:1 e 4:1 tém maior importancia para pessoas com habitos alimentares
que resultam em uma baixa ingestdo de EPA e DHA. Por outro lado, dietas baseadas em
razdes n-6/n-3 inferiores a 1:1 ndo sdo recomendadas, por inibirem a transformacéo do
acido linoleéico em EPA e DHA. Porém, os habitos alimentares da dieta ocidental séo
superiores a 10:1, o que indica uma dieta deficiente de n-3 (MICKLEBOROUGH et al.,
2006).

Estudos verificando a relacdo do consumo de n-3 e sua relacdo com a
diminuicdo de crises asmaticas j& foram conduzidos. Burns et al., (2007), verificou que
0 baixo consumo de alimentos fonte de n-3 foi fortemente associado a maior severidade
e crises de asma em adolescentes, quando comparados com aqueles com maior ingestdo
de n-3. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores (ANTOVA et al.,
2003; TABAK et al., 2006).
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Outros estudos foram realizados verificando a suplementacédo com 6leo de peixe
que € rico em n-3. Biltagi et al., 2009, suplementaram 6leo de peixe em criangas com
idade entre 7 e 10 anos com diagnostico de asma moderada durante 6 semanas e
verificou que apds a suplementacdo, as criancas apresentaram melhoria no teste de
funcdo pulmonar e reducdo dos mediadores inflamatorios, como a interleucina 1,
leucotrienos da série 4 e prostaglandinas da série 2, quando comparados com 0 grupo
placebo. Mickleborough et al., (2006), encontraram resultados similares em adultos,
apos a suplementacdo com oleo de peixe durante 3 semanas, onde foram encontrados
menor concentracdo de leucotrienos da série 4, prostaglandinas da série 2, interlecuina 1
e TNF (mediadores pré-inflamatorios) e aumento da prostaglandina 5 (anti-
inflamat6rio) em comparacdo ao grupo placebo. Jang et al., 2014 verificaram que a
suplementacdo com 6leo de peixe modulou a resposta inflamatoria, via células Th2, em
ratos, tendo, portanto, efeitos benéficos tanto no tratamento quanto na prevencao da
asma.

Um estudo também avaliou o efeito da suplementacdo com dleo de peixe na
prevencdo da asma, ao suplementar 6leo de peixe em gestantes e verificar a prevaléncia
de asma apds 16 anos nos adolescentes que receberam a suplementacdo na gestacao.
Verificou-se que o risco de desenvolver asma foi reduzido em 87% quando comparado
as maes que receberam placebo na gestacdo (OLSEN et al., 2008). Porém, outros
autores ndo encontraram beneficios na suplementacdo com 6leo de peixe em criangas
asmaticas (HODGE et al., 1998; NAGAKURA, 2000).

2.6 Linhaca

A linhaca (Linum usitatissimum) € a semente do linho, planta pertencente a
familia das Linaceas, que tem sido cultivada hd cerca de 4000 anos nos paises
mediterraneos. E rica em proteina, gordura e fibras dietéticas. A energia presente em
100 gramas de linhaca é de 396, sendo 109 provenientes de proteina e 287 de lipidios.
Isto corresponde a 41% de lipidios, 21% de proteinas, 28% de fibras dietéticas, 4% de
residuo mineral e 6% de outros carboidratos (os quais incluem agucares, acidos
fenolicos, lignano e hemicelulose). A semente crua e armazenada em temperatura
ambiente de 20°C é composta por, aproximadamente, 46% de acidos graxos n-3, 15%
de n-6, 24% de acido graxo monoinsaturado e somente 15% de saturados (ALMEIDA,
BOAVENTURA e GUZMAN-SILVA, 2009; GALVAO et al., 2008).
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O oleo da linhaca é um dleo de semente do linho ou sementes de linhaca
comestivel, obtido pelo esmagamento da semente de linhaca. Apresenta coloragdo
ambar escuro e forte odor caracteristico, 0 que parece estar relacionado ao seu alto
conteddo de &cidos graxos insaturados. A quantidade de 6leo encontrado na semente
varia de 40 a 44% (COSKUNER; KARABABA, 2007; GALVAO et al., 2008).

Como todos 0s vegetais, existem muitas variedades na mesma familia. No que
se refere & linhaca, a marrom e a dourada s&o as mais conhecidas. Ambas as variedades
sdo praticamente idénticas nas propriedades nutricionais e terapéuticas sendo minimas
as diferencas, as quais, de um modo geral, sdo resultantes das condicdes de cultivo
(COSKUNER e KARABABA, 2007).

A linhaga dourada desenvolve-se em climas muito frios, como no Canada (maior
produtor mundial de linhaca) e norte dos Estados Unidos. A linhaca marrom pode
desenvolver-se em regifes de clima guente e imido, como é o caso do Brasil. A linhaca
dourada apresenta indices de lignana superiores, por ser organica, aos da linhaca
marrom, nas quais sdo utilizadas agrotoxicos. Entretanto, ao contrario do que alegam 0s
que comercializam a linhaca dourada, existe discreta vantagem para a linhaca marrom,
que é 100% nacional, em relacdo a quantidade de n-3 (FENG et al., 2003; TRUCOM,
2006).

Barroso et al., (2014), verificaram que o 0Oleo de linhaca marrom apresentou
maiores quantidades de n-3, de tocoferdis, maior capacidade antioxidante e maior
estabilidade oxidativa quando comparada ao 6leo de linhaca dourada. E concluiu que o
consumo da linhaga marrom, produzida em maior quantidade no Brasil e com menor
valor comercial, deve ser incentivado com o intuito de aumentar a funcionalidade da
dieta brasileira.

Molena-Fernandes et al., 2010 avaliaram os efeitos da farinha de linhaca
marrom e dourada sobre o perfil lipidico e ganho ponderal em ratos. Ambas as farinhas
foram igualmente eficazes em reduzir os niveis de triglicérides séricos e da razdo
CT/HDL-c, com concomitante aumento dos niveis séricos de HDL-c, e importante acdo
preventiva no desenvolvimento da obesidade para a farinha de linhaga. Estes autores
também sugerem que o consumo da farinha de linhaga marrom, produzida no Brasil e
vendida a precos bem mais acessiveis do que a farinha dourada, deve ser incentivado na
populacédo para que a incidéncia de doencgas crénicas como a obesidade, a dislipidemia e

outras doengas cardiovasculares sejam reduzidas.
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Recentemente, a linhaca, foi reconhecida como alimento funcional (HALL,
2006). E por isso tem crescido o numero de estudo utilizando seu 6leo como
suplemento alimentar, principalmente na prevencdo de doencas cardiovasculares,
devido a sua composicdo de acidos graxos (BLOEDON e SZAPARY, 2004). A linhaca
¢ a fonte vegetal mais rica em ALA, correspondendo a cerca de 50-62% da sua
composicao e 15 a 18% de AL, e apresenta ainda, lignanas, fibra alimentar e compostos
fendlicos (MUIR, 2006).

Estudos tém apontado, ainda, que a ingestdo de linhaca ao dia promove
alteracdes hormonais contribuindo com a reducdo do risco de cancer e diabetes, dos
niveis de colesterol total e LDL-c, assim como favorece a diminui¢do da agregacgdo
plaquetaria (DDODIN et al., 2008; PELLIZON et al., 2007). A linhaca e 0s seus
componentes parecem exercer efeito, ainda, na reducdo do peso e, portanto, poderia ser
utilizada para o controle da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2 (BHATENA e
VELASQUEZ, 2002). Por outro lado, estudos verificando a acdo do 6leo de linhaga no
controle dos mediadores inflamatorios em pacientes asmaticos sdo escassos.

Em relacdo ao 6leo de peixe, o 6leo de linhaca apresenta menor custo, melhor
palatabilidade, é livre de poluentes, ndo é processado, é organico e sua fonte é renovavel
e sustentavel. Porém, diferentemente do 6leo de peixe, o 6leo de linhagca apresenta
maiores concentracOes de ALA, o qual ainda precisa ser convertido em EPA e DHA no
organismo (BARCELO-COBLIIN et al., 2008; KAUL et al., 2008; KEW et al, 2003).
Assim, estudos que utilizem a suplementacdo com Oleo de linhaca em pacientes
asmaticos sdo necessarios para verificar se a suplementacdo com o 6leo de linhaca €
eficaz em atenuar os mediadores inflamatdrios, e consequentemente na melhoria dos
sintomas relacionados a asma, 0 que pode vir a ser uma importante terapéutica no

manejo dessa doenca.
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HIPOTESE
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3. HIPOTESE
A suplementacdo com dleo de linhaca marrom, durante 6 semanas, reduz os

parametros inflamatdrios e atenua os danos oxidativos produzidos pela asma moderada

em criancas e adolescentes, melhorando o quadro clinico e sintomatologia da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatorio e antioxidante da suplementacdo com 6leo de

linhaga marrom em criangas e adolescentes com asma bronquica moderada.

4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar a populacdo estudada quanto as varidveis demograficas e
antropomeétricas;

- Auvaliar o estado nutricional das criancas e adolescentes asmaticas antes e apos a
suplementacdo com 6leo de linhagca marrom ou placebo;

- Verificar a sintomatologia apresentada pelos pacientes antes e depois da
intervencao;

- Averiguar o numero de eosinoéfilos e dos niveis de IgE plasmaticos antes e ap0s
a suplementacéo;

- Analisar o dano decorrente do estresse oxidativo antes e depois da intervencao;

- Quantificar os niveis de tiol e da catalase antes e apds a suplementacdo com 6leo

de linhaca marrom ou placebo.
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5. METODOS

5.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no ambulatério de Alergologia e Imunologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) localizado
na cidade do Recife, que atua nas areas de assisténcia, ensino e pesquisa. Os pacientes
atendidos nesses ambulatorios sdo usuérios do Sistema Unico de Salde (SUS).

5.2 Desenho do estudo e populagdo

Ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo controlado com criangas e
adolescentes de ambos o0s sexos, entre 7 e 19 anos, diagnosticados com asma bronquica
moderada, em uso de broncodilatador inalado e atendidos no ambulatorio de
Alergologia e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE), no periodo de julho de 2013 a agosto de 2014.

Foram escolhidos pacientes com asma moderada, visto que na leve o0 processo
inflamatdrio encontra-se atenuado e na grave ha necessidade recorrente de corticoide
para controle das crises e de internamento. A asma foi definida como historia recorrente
de dispneia, tosse cronica, sibilancia, aperto no peito ou desconforto toracico, com
melhora da sintomatologia apds o uso de broncodilatador. Foram considerados
pacientes com asma brénquica moderada, aqueles que apresentavam sintomas diarios,
despertares noturnos semanais, necessidade de agente beta2-agonista inalado para alivio
diario e limitagBes das atividades presentes nas exarcebacbes (DIRETRIZES DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O
MANEJO DA ASMA, 2012).

Foram excluidos do estudo portadores de outra doenca inflamatoria ou que
acarretasse imunodeficiéncia e de pneumopatia crbnica, 0s que estavam sendo atendidos

pela primeira vez e em uso de corticoide.

5.3 Estimativa do tamanho amostral
O célculo estimado da amostra foi realizado com base na pesquisa de Biltagi et
al. (2009), que suplementou 6leo de peixe em criangas com asma moderada, o qual

possui composic¢do nutricional similar ao 6leo de linhaca e obteve reducdo dos niveis
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séricos de IL-1' de 7,43+1,75 para 3,81+1,28 apos a suplementacdo (BILTAGI et al,
2009).
O tamanho da amostra foi estimado pela formula de comparacdo de duas médias
(KIRKWOOD, 1998):
N = (n+v)?>x (DP:% + DP;?)

(o —12)°
Onde,
N = tamanho da amostra para cada grupo
u = 2,33 para o poder estatistico de 99% (monocaudal)
v = 1,96 para o nivel de significancia de 5% no teste bicaudal
DP:= desvio padréo de IL-1 no grupo antes da suplementagéo
DP»>= desvio padrdo de IL-1 no grupo apos a suplementacéo
x1 = média de IL-1 no grupo antes da suplementacéo

y2 = média de IL-1 no grupo apos a suplementacéo

Entdo,
N = 24 pacientes para cada grupo, foi estimada uma perda de 20%, perfazendo um

minimo de 29 pacientes para cada grupo.

5.4 Recrutamento dos pacientes

No dia da consulta no ambulatério de Alergologia e Imunologia do HC/UFPE,
0S pacientes que se encaixavam nos critérios de inclusdo foram convidados a participar
da pesquisa. Nesta ocasido, os pesquisadores esclareceram aos pais ou responsaveis os
objetivos e as etapas da pesquisa, solicitando aqueles que concordaram em participar a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Foram

recrutados um total de 76 pacientes durante o periodo do estudo.

5.5 Formagcao dos grupos

As criancas e adolescentes asmaticas que j& estavam sendo atendidas e realizando
tratamento no ambulatério foram distribuidas aleatoriamente no estudo em dois grupos:
0 grupo de pacientes com asma que receberam suplementagdo com o 6leo de linhaca
marrom (Grupo linhagca) e o0 grupo de pacientes com asma que receberam

suplementacdo com cépsulas contendo glucose de milho que apresenta a mesma cor e
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aspecto do oleo de linhaca (Grupo Placebo). Nenhuma das criancas e adolescentes
incluidas no estudo tiveram interrup¢do e/ou mudangas no tratamento clinico, bem

como das medicacgoes.

5.6 Intervencao

A intervencdo deste estudo foi feita com a suplementacdo com o éleo de linhaca
marrom em capsulas, contendo 1g, comercializadas no mercado, da marca ELC®
(figura 7). Foi escolhida a linhaca marrom, visto que esta é mais acessivel
financeiramente e produzida em larga escala no Brasil, facilitando sua adesdo na
populagéo de baixa renda.

O grupo placebo recebeu capsulas contendo 1g de glucose de milho, da marca
Karo® (Figura 8). As capsulas de glucose de milho foram produzidas no laboratério de
Microbiologia do LIKA, em ambiente livre de contaminacdo (no interior do fluxo
laminar estéril), onde foram tomadas todas as medidas de biosseguranca. As capsulas
apresentavam a mesma cor e tamanho das que contem dleo de linhaca.

Cada capsula de linhaca de 1 grama, fornece 9kcal e 1g de lipideos, sendo 0,5¢
de &cido graxo poli-insaturado n-3; 0,2g de acido graxo poli-insaturado n-6 e 0,2g de
acido graxo monoinsaturado n-9. As capsulas de glucose de milho forneciam 3,2kcal e
0,89 de carboidrato em 1000mg. As céapsulas foram doadas pela pesquisadora para
todos os pacientes e foram oriundos do mesmo lote a fim de padronizar os produtos.

Os pais ou responsaveis pelos pacientes foram orientados a administrar as
criangas ou adolescentes 1 capsula de dleo de linhaca marrom ou placebo, por dia, antes
do almogo, durante um periodo de 6 semanas. N&o foram realizadas mudancas na dieta
dos pacientes. Foram dadas aos pacientes e responsaveis instrucbes sobre a
administracdo das capsulas (Apéndice B).

O tempo de suplementacdo e a dosagem foram baseados no estudo de Biltagi et
al., (2009), no qual suplementou pelo mesmo periodo, 6leo de peixe em criangas,
entre 7 e 10 anos, com asma moderada, e 0 mesmo apresenta semelhanga na
composi¢do nutricional com o 6leo de linhaca. Os autores observaram uma redugédo
significativa dos marcadores inflamatorios apds a suplementacdo (BILTAGI et al.,
2009).
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Figura 7: Céapsulas de 6leo de linhaga marrom da marca ELC®
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Figura 8: Glucose de milho da marca karo®

As pesquisadoras responsaveis pela coleta dos dados, bem como o paciente ndo
sabiam o contetido da capsula. O responsavel pela manipulacdo das capsulas foi um
pesquisador envolvido no estudo, porém, ndo participou da coleta de dados. O mesmo
fez a identificacdo das capsulas por um nimero composto por dois digitos na sequéncia
de admisséo ao estudo e s6 0 mesmo sabia o contetdo das capsulas. As pesquisadoras
envolvidas na coleta de dados foram informadas quanto & composicdo dos grupos

apenas apods a andlise estatistica.

5.7 Coleta de dados
A coleta de dados foi realizada pelas pesquisadoras apds o recrutamento. Foi

realizada uma entrevista com 0s pais ou responsaveis para o0 preenchimento do
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formulario da pesquisa (Apéndice C) que continha informagdes acerca de sexo, idade,
procedéncia, sintomatologia antes e ap6s a suplementacao, além das aferigdes do peso e
da estatura dos pacientes. Em seguida, 0s pacientes passaram por um procedimento de
coleta de sangue. ApoOs o periodo de intervencdo, de 6 semanas, foram realizados

reavaliacdo desses parametros.

5.8 Variaveis estudadas

As criancas e adolescentes foram avaliadas antes do inicio da suplementagédo
com Oleo de linhaca marrom ou placebo. Foram realizadas analises de peso, altura,
informagdes sobre a sintomatologia apresentada durante as crises asmaticas, coleta de
sangue para posteriores avaliacdes: do nimero de eosindéfilos, dos niveis de IgE total,
avaliacdo das espécies reativas ao acido Tiobarbiturico (TBARS), das Proteinas
carboniladas, dos Grupos Sulfidrilas em proteinas (tiol total) e da avaliacdo da atividade

enzimética da Catalase. Apds a intervencdo foi os exames foram refeitos.

5.8.1 Antropometria e avaliacdo do estado nutricional

O estado nutricional foi avaliado com base na idade (em anos), peso (em
quilogramas) e estatura (em metros). A afericdo foi realizada conforme recomendado
pela OMS, 2007. Para afericdo do peso e do comprimento, foi utilizada uma balanca
mecanica, tipo plataforma, da marca Filizola - Brasil modelo 31, com capacidade para
150kg e precisdo de 100g.

Para afericdo do peso, os pacientes foram orientados a tirarem 0s sapatos no
momento da pesagem e localizadas no centro da balanca em posicéo ereta, com 0s pés
juntos e os bragos estendidos ao longo do corpo. A medi¢do da estatura, em metros, foi
realizada utilizando o estadidmetro com precisdo de um milimetro, fixado na balanca. A
crianca ou adolescente foi posicionada descalca e com a cabeca livre de aderecgos, no
centro do equipamento, em posicao ereta, com 0s bragos estendidos ao longo do corpo,
com a cabeca erguida, olhando para um ponto fixo na altura dos olhos. Os pés unidos,
fazendo um éangulo reto com as pernas. Para realizar a leitura, a parte mével do
equipamento foi movida, fixando-a contra a cabeca, com pressdo suficiente para
comprimir o cabelo.

As medidas antropométricas foram convertidas pelo programa WHO Anthro

versdo 3.2.2, em altura para idade (A/I) e indice de massa corporal para idade (IMC/I),
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baseada no sexo com base nos valores de referéncia das curvas da OMS (OMS, 2007).
O IMC ¢ o produto da relacdo peso pela altura ao quadrado. Os pontos de corte
adotados para a classificagdo do estado nutricional foram os recomendados pela OMS

(2007) descritos nas tabelas abaixo:

Tabela 5 — Pontos de corte para avaliacdo nutricional segundo A/I.

Valores criticos Diagnostico nutricional
< Escore-z-3 Muito baixa estatura para a idade
> Escore-z-3 e < Escore-z-2 Baixa estatura para a idade
> Escore-z-2 Estatura adequada para a idade

Fonte: OMS, 2007.

Tabela 6 — Pontos de corte para avaliacdo nutricional segundo IMC/I.

Valores criticos Diagnostico nutricional
< Escore-z-3 Magreza acentuada
> Escore-z-3 e < Escore-z-2 Magreza
> Escore-z-2 e < Escore-z+1 Eutrofia
> Escore-z+1 e < Escore-z+2 Sobrepeso
> Escore-z+2 e < Escore-z+3 Obesidade
> Escore-z+3 Obesidade grave

Fonte: OMS, 2007.

5.8.2 Sintomatologia
Foram questionados aos pacientes e seus responsaveis sobre a sintomatologia
apresentada durante a crise de asma, tais como tosse, dispneia, placas e coceiras na pele,

edema nos olhos, na boca e no corpo, dentre outros.

5.8.3 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no laboratério de analises clinicas do HC/UFPE,
mediante solicitagdo médica, e com consentimento dos pais ou responsaveis. Foram
observadas as precauc¢des universais para puncdo venosa, e realizada por profissionais
habilitados. Foi coletada uma aliquota de sangue de 10 ml por puncdo venosa utilizando

uma agulha e tubo para coleta por sistema de vacuo. O sangue foi armazenado em tubos
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devidamente identificados, um contendo EDTA-k3 com aspirado preconizado de 3,0 a
4,5 ml de sangue total para realizacdo da contagem de eosinéfilos e dosagem dos
mediadores inflamatorios, e, um tubo com ativador de codgulo com aspirado de 3,0 a
4,5ml de sangue total para obtencdo de soro, sendo este destinado a dosagem de IgE.
As amostras foram imediatamente transportadas em recipiente térmico atendendo as
normas de seguranca legais, até o laboratério do LIKA/UFPE onde ficaram
armazenadas em freezer a menos 80 graus centigrados, até o processamento. Tais
procedimentos foram realizados em 2 momentos: antes da suplementacdo e 6 semanas

apos a suplementacdo com oOleo de linhaca marrom ou placebo.

5.8.3.1 Contagem de eosinofilos
Foi realizado pelo laboratério de Hematologia do HC/UFPE, onde foi feita a
contagem diferencial de leucdcitos, através da fabricacdo de estiraco sanguineo corado
pelo Panético Réapido da marca New Prov e avaliado por microscopia convencional.
A faixa de normalidade do numero de eosinofilos foi avaliada de acordo com os
valores de referéncia adotados pelo ambulatério de analises clinicas do HC/UFPE,

conforme descrito na tabela abaixo.

Tabela 7 — Valores de referéncia para a contagem de eosindfilos de criancas e

adolescentes.

Leucécitos Valores de Referéncia
Valor relativo (%) Valor Absoluto (mm?)
Eosinofilos 1-5 50 - 700

5.8.3.2 Dosagem de IgE
As dosagens de IgE total foram realizadas em um laboratorio particular (Gilson
Cidrim) apds a coleta de sangue de todos 0s pacientes, em sistemas de automacgdo
IMMULITE Automated Analyzer. Esta técnica baseia-se na reacdo de
qguimioluminescéncia. Os valores de referéncia adotados foram a do proprio laboratério

gue considera niveis de IgE normais até 87,0 Ul/ml.

5.8.3.3 Dosagem da avaliacdo das espeécies reativas ao acido
Tiobarbiturico (TBARS)
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Para avaliacdo da peroxidacdo lipidica, utilizou-se a formacdo malondialdeido
(MDA) que é reagente ao TBARS durante uma reagdo &cido-aquecida. Uma aliquota de
200 pL de sangue foi misturada com é&cido tricloroacético 15% (400 uL), e
centrifugadas por 10 minutos (4000 xg) e o sobrenadante foi misturado com igual
volume de acido tiobarbitdrico 0,67%. Este sistema foi aquecido em banho maria
durante 15 minutos e 0 TBARS foi determinado por espectrometria com comprimento
de onda de 535nm. A concentracdo de proteina foi avaliada pelo ensaio de Lowry e 0s
resultados estdo expressos como nmol de TBARS/mg de proteina (equivalentes de
MDA).

5.8.3.4 Dosagem das Proteinas carboniladas
O dano oxidativo para a proteina foi medida pela determinacdo de grupos
carbonil, com base numa reacdo com dinitrofenilhidrazina (DNPH). As proteinas foram
precipitadas por adi¢do de 20% de &cido tricloroacético e, em seguida, colocadas para
reagir com DNPH. As amostras foram entdo redissolvidas em cloridrato de guanidina 6
M e o contetdo de carbonila foi determinado medindo a absorbancia a 370 nm usando

um coeficiente de absor¢do molar de 22.000 M,

5.8.3.5 Dosagem dos Grupos Sulfidrilas em proteinas (Tiol total)

O teor de tiol total (grupos sulfidrilicos - SH) no sangue foi determinado
utilizando o método 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) (2-nitrobenzoico) (DTNB). Uma
amostra de 30 microlitos (mcl) foi adicionada a 1 mL de PBS/ImM EDTA (pH 7,5). A
reacao foi iniciada pela adi¢do de 30mcl de solucéo padrdo de DTNB 10 mM em PBS.
As amostras tipo controle, que ndo incluem DTNB ou proteina, foram executadas
simultaneamente. Ap6s incubacdo durante 30 min a temperatura ambiente, a
absorvancia a 412 nm foi medida e as quantidades de TNB formadas (equivalente a

quantidade de sulfidrilicos (SH) grupos) foram calculadas.

5.8.3.6 Dosagem da Avaliagdo da atividade enzimatica da Catalase
(CAT)

Para determinar a atividade de CAT, as amostras de sangue foram centrifugadas
a 3000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para
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0 ensaio enzimatico. A atividade de CAT foi medida pela taxa de diminui¢do da

absorvancia de peroxido de hidrogénio a 240 nm e expressa como U/mg de proteina.

5.9 Anélise estatistica

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico GraphPad-Prism versdo 6.0c
para Mac OS X (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, Estados Unidos) e os dados
antropométricos pelo Software WHO Anthro versdao 3.1. Os dados foram testados
quanto a normalidade da distribuicéo pelo teste de Shapiro Wilk. A idade, peso, altura,
IMC, numero de eosinéfilos e os niveis de IgE apresentaram normalidade e
homogeneidade de variancias, por isso, foi empregado o teste paramétrico “t” de
Student para analise das caracteristicas entre 0s grupos linhaca e placebo. Para anéalise
entre 0S mesmos grupos, antes e apds a suplementacdo, foi empregado o teste
paramétrico “t” de Student pareado. Estes dados estdo expressos em média e desvio
padrdo. Para verificar diferencas quanto ao estado nutricional, foi aplicado o teste qui-
quadrado. Os dados estdo expressos em namero e percentual e em média e desvio
padrdo. Para analise dos dados ndo normais (producdo de TBRAS, carbonil, tiol total e
catalase), entre 0s mesmos grupos, antes e apos a suplementacdo, foi empregado o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn’s, pois ndo
apresentaram-se normais. Estes resultados estdo expressos em média e erro padrdo. A
significancia estatistica foi considerada admitindo-se um nivel critico de 5% (p<0,05)

em todos os casos.

5.10 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Centro de Ciéncia da Salde (CEP/CCS/UFPE), de acordo com a
Resolugdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, que regulamenta as pesquisas
envolvendo seres humanos, segundo CAE nimero: 12055713.9.0000.5208 (Anexo A).

O estudo foi esclarecido aos pais ou responsaveis que, apos concordarem com o
mesmo, assinaram o TCLE (Apéndice A). Foi garantida aos participantes a
possibilidade de ndo participar da pesquisa ou de desistir, a privacidade, a
confidencialidade e o anonimato. Os dados estdo mantidos sob sigilo, ndo expondo o
paciente a nenhum tipo de risco e/ou constrangimento. Todos 0s pacientes continuaram

sendo acompanhados no ambulatdrio de Alergologia e Imunologia do HC/UFPE e nédo
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houve descontinuidade do tratamento. Os resultados foram encaminhados para o
médico responsavel pelo ambulatério, para anexar aos prontuarios e repassar,

posteriormente, aos pacientes e seus responsaveis.
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Resumo:

Objetivo: Verificar os efeitos da suplementacdo com 6leo de linhaca marrom sobre 0s
niveis de eosindfilos e de Imunoglobulina E (IgE) plasmaticas. Métodos: ensaio clinico
randomizado, duplo cego, placebo controlado com criangas e adolescentes, entre 7 e 19
anos com asma moderada, em uso de broncodilatador inalado, atendidos em
ambulatdrio especializado de um Hospital de referéncia, no periodo de julho de 2013 a
agosto de 2014. Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo
linhaca, os quais foram suplementados com 6leo de linhaga marrom e grupo placebo,
que receberam cépsulas contendo glucose de milho, com a mesma cor e aspecto do 6leo
de linhaca. Os pacientes foram orientados a ingerir 1 cépsula de 1 grama por dia,
durante 6 semanas. Para as avaliacdes de eosindfilos e IgE, coletou-se aliquota de 5ml
de sangue de cada paciente. Para analise estatistica foi empregado o teste “t” de Student
pareado. Resultados: Foram atendidos 76 pacientes, porém, 63 finalizaram o estudo,
sendo 31 suplementados com Oleo de linhagca marrom e 32 com placebo. No grupo
linhaca, o nimero de eosindfilos foi reduzido (p<0,05) de 4,53%=1,61, para 2,9%0,99
apos a suplementacdo. No grupo placebo, néo foi encontrada diferenca (de 4,54%z+1,32
para 3,75%=2,04 depois da suplementacdo). Quanto ao IgE, houve reducdo significativa
(p<0,05) no grupo linhaca de 122,9Ul/mL+27,9 para 68,5Ul/mL+28,1. No grupo
placebo, ndo foi verificada diferenca (de 112,6+15,5Ul/mL para 108,7Ul/mL+15,9
depois da suplementagdo). Conclusdo: A suplementacdo com 6leo de linhaga marrom
reduziu o numero de eosindfilos e de IgE sanguineo, indicando atenuacdo do processo
inflamatdrio da asma.

Palavras-chave: 6leo de semente do linho, asma, hipersensibilidade, leucocitos.
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Abstract:

Objetive: Assess the effects of supplementation with linseed oil on levels of eosinophils
and immunoglobulin E (IgE) in plasma. Methods: A randomized, double-blind,
controlled placebo test on children and adolescents aged 7 to 19 years with moderate
asthma under use of inhaled bronchodilator, treated in outpatient clinic of a hospital
referral from July 2013 to August 2014. Patients were randomized divided into two
groups: linseed group, which were supplemented with linseed oil and placebo group,
given capsules containing corn syrup, with the same color and appearance of linseed oil.
Patients were instructed to ingest 1 capsule 1 gram per day for 6 weeks. For reviews of
IgE and eosinophils was collected a 5mL-aliquot of blood from each patient. For
statistical analysis we used the "t" Student's paired test. Results: 76 patients were
treated; however, 63 completed the study, 31 supplemented with linseed oil and 32
treated with placebo. In linseed group, the number of eosinophils was reduced (p<0.05)
ranging from 4.53 + 1.61% to 2.9 £ 0.99% after supplementation. In the placebo group,
no difference was found (4.54%=1.32 to 3.75+2.04% after supplementation). Regarding
IgE, there was reduction (p<0.05) in the group of linseed (122.9U1l/mL % 27.9 to 68,5Ul
/mL % 28.1). In the placebo group, there was no difference (112.6 + 15.5Ul/mL for
108.7Ul/mL+15.9 after supplementation). Conclusion: Supplementation with linseed
oil reduced the number of blood eosinophils and IgE, indicating attenuation of the
asthma inflammatory process.

Keywords: linseed oil, hypersensitivity, asthma, leukocytes.
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Introducéo:

A asma é uma doenca inflamatéria crénica, caracterizada por broncoespasmo,
hipersecrecdo de muco e edema da mucosa das vias aéreas acarretando diminui¢do do
volume expiratorio forcado, dispnéia, tosse e chiadol. Apresenta-se de maneira
intermitente, leve, moderada e grave dependendo dos numeros de intercorréncias
diarias, gravidade do broncoespasmo e dosagem de farmacos?.

A asma € desencadeada por fatores ambientais, tais como inalacdo de alérgenos
(&caro, poluicdo, fumaca, perfumes), resfriados, contato com ar frio e seco, ingestdo de
determinados alimentos, agentes farmacoldgicos, estresse fisico ou emocional e
exercicios fisicos®. Acomete principalmente criancas e adolescentes e sua prevaléncia
vem aumentando significativamente no mundo®. No Brasil, aasma é a terceira maior
causa de hospitalizagdo, com quase 400 mil internacdes ao ano® e estima-se que sua
prevaléncia, entre escolares e adolescentes, esteja entre 19% e 24%, respectivamente,
com variacdes regionais®.

A fisiopatologia da asma é desencadeada pela exposicdo frequente aos
alérgenos. As células T helper 2 (Th2) tipo TCD4" sdo ativadas e induzem a disfungéo
cronica do sistema imune, resultando em processo inflamatério persistente, levando a
liberacdo excessiva de mediadores imunoldgicos pro-inflamatérios, incluindo as
citocinas: IL-4, IL-5 e IL-13. Estas, por sua vez, estimulam a maturacdo de eosinofilos,
aumentando sua liberacdo na corrente sanguinea e dos plasmocitos que secretam
Imunoglobulina E (IgE) especifica ao alérgeno®.

Apesar de muitos avangos terapéuticos que tem sido desenvolvidos, a asma
ainda resulta em elevada morbidade na infancia e adolescéncia’. Embora os

medicamentos continuem sendo 0s principais tipos de tratamento, tem havido interesse
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crescente na investigacao de fatores ambientais que podem contribuir para 0 aumento da
incidéncia da asma®.

Dentre esses fatores, os habitos alimentares decorrentes do estilo de vida
moderno, ocasionaram aumento do consumo de alimentos fontes de 6mega 6 (n-6), tais
como Gleo de soja e milho, em relagdo aqueles fontes de 6mega 3 (n-3), 0 que propicia a
produgdo dos marcadores pré-inflamatdrios®. Nessa perspectiva, o n-3 vem sendo
apontado na prevencdo e tratamento da asma, uma vez que 0 mesmo apresenta a
caracteristica de estimular a producdo de mediadores anti-inflamat6rios em detrimento
dos pro-inflamatorios®®.

O n-3 é encontrado em concentracOes elevadas em peixes e em Gleos de peixe e
linhaca. Atualmente, o 6leo de linhaca tem ganhado énfase como importante anti-
inflamatorio, devido a caracteristicas como: alto teor de n-3, menor custo que outros
6leos, melhor palatabilidade, livre de poluentes, ndo processado, € um produto organico
e sua fonte é renovavel e sustentavel°.

Nenhum estudo foi encontrado utilizando 6leo de linhaca e seus efeitos na
reducdo do processo inflamatério da asma. Neste sentido, estudos desenvolvidos com a
suplementacdo de 6leo de linhaca em pacientes asmaticos sdo de interesse. Assim, 0
presente estudo teve por objetivo verificar os efeitos anti-inflamatérios da
suplementacdo com o dleo de linhaca marrom sobre os niveis de eosindfilos e de IgE

em criancgas e adolescentes com asma moderada.
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Metodologia:

Estudo do tipo ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo controlado com
criangas e adolescentes de ambos 0s sexos, entre 7 e 19 anos, diagnosticados com asma
moderada, em uso de broncodilatador inalado e atendidos no ambulatério de
Alergologia e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE), no periodo de julho de 2013 a agosto de 2014. O diagndstico
e gravidade da asma foram estabelecidos de acordo com as Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para 0 Manejo da Asma, 20122,

Foram escolhidos pacientes com asma moderada, visto que na leve o processo
inflamatorio encontra-se atenuado e na grave ha necessidade recorrente de corticoide
para controle das crises e de internamento?. Utilizou-se como critérios de exclusio, o0s
portadores de outra doenca inflamatéria ou que acarretasse imunodeficiéncia e de
pneumopatia cronica, os que estavam sendo atendidos pela primeira vez e em uso de
corticoide.

Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente no estudo em dois grupos: Grupo
linhaca, os quais receberam suplementacdo com 6leo de linhaca marrom e o Grupo
Placebo que receberam cépsulas contendo glucose de milho com a mesma cor e aspecto
do 6leo de linhaca.

Os pesquisadores responsaveis pela coleta dos dados e os pacientes ndo sabiam o
contetido da capsula. Nenhum dos participantes teve interrupcao no tratamento clinico,
bem como das medicagdes.

O tempo de suplementacéo, a dosagem e o calculo amostral foram baseados no
estudo de Biltagi et al., (2009)*, no qual suplementou 6leo de peixe em criangas com
asma moderada, e 0 mesmo apresenta semelhanca na composicdo nutricional com o

6leo de linhaca. O calculo utilizou os niveis séricos de IL-1'! e foi determinado pela
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formula de comparagédo de duas médias'?. Foi estimada uma perda de 20%, perfazendo
um minimo de 29 pacientes para cada grupo.

No dia da consulta, os pacientes elegiveis foram convidados a participar da
pesquisa. ApOGs 0 consentimento, oS pais Ou responsaveis autorizaram a pesquisa
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Em seguida, foram
coletadas informagdes acerca de sexo, idade, procedéncia, sintomatologia, peso e altura
e, posteriormente, encaminhados para a coleta de sangue, para analise do nimero de
eosindfilos e IgE. Apds o periodo de intervencdo, de 6 semanas, 0S pacientes
retornavam ao ambulatorio para reavaliacao.

O estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Salde (CEP/CCS/UFPE),

segundo CAE nimero: 12055713.9.0000.5208.

Intervencgdo: Os pais ou responsaveis foram orientados a administrar aos pacientes 1
capsula (de 6leo de linhaga marrom ou placebo) de 1 grama, por dia, antes do almoco,
durante 6 semanas. N&o foram realizadas mudancas na dieta dos pacientes. O grupo
linhaca recebeu capsulas, comercializadas no mercado, contendo 1000mg de dleo,
fornecendo 9kcal e 1g de lipideos, sendo 0,5g de n-3; 0,29 de n-6 e 0,2g de n-9. As

capsulas de glucose de milho forneciam 3,2kcal e 0,8g de carboidrato em 1000mg.

Avaliacdo do estado nutricional: O peso e altura foram coletados conforme
preconizado pela OMS, 2007 e convertidas pelo programa WHO Anthro versdo 3.2.2,
para escore de altura para idade (A/1) e indice de massa corporal para idade (IMC/I). O
IMC é o produto da relagdo peso (kg) pela altura (m) ao quadrado. Foi utilizada como

referéncia as curvas da OMS, 200713,
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Sintomatologia: Foram questionados aos pacientes e seus responsaveis sobre a
sintomatologia apresentada durante a crise de asma, tais como tosse, dispneia, placas e
coceiras na pele, edema nos olhos, na boca e no corpo, dentre outros.

Coleta do sangue. Foi realizada no Laboratério do HC/UFPE. Os participantes foram
submetidos a punc¢do venosa, na qual foram coletados aproximadamente 5ml de sangue,
distribuidos em tubos estéreis com e sem anticoagulante, ambos da marca BD
Vacutainer. Para a contagem de eosindéfilos utilizou-se sangue total coletado em tubo
com EDTA-k3. Para dosagem da IgE, foi obtido o soro. O sangue foi colhido em tubo
com ativador de coagulo, e posteriormente centrifugado, separado em pequenas

aliquotas, e armazenado a -80° C.

Contagem de eosindfilos: Foi realizada pelo laboratério de Hematologia do HC/UFPE,
onde foi feita a contagem diferencial de leucdcitos, através da fabricacdo de estiraco
sanguineo corado pelo Panético Répido da marca New Prov e avaliado por microscopia
convencional. O ponto de corte estabelecido foi o do proprio laboratério, que considera

valores normais entre 1 e 5%.

IgE: Foram realizadas em um laboratorio particular, em sistemas de automacdo
IMMULITE Automated Analyzer. Esta técnica baseia-se na reacdo de
qguimioluminescéncia. Os valores de referéncia adotados foram a do proprio laboratério

gue considera niveis de IgE normais até 87,0 Ul/ml.

Analise estatistica: Os dados foram analisados pelo pacote estatistico GraphPad-Prism

versdo 6.0c. Os dados foram testados quanto a normalidade da distribuicdo pelo teste de
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Shapiro Wilk, como apresentaram normalidade e homogeneidade de variancias, foi

“t”

empregado o teste paramétrico de Student para analise entre os grupos linhaga e

placebo. Para andlise intragrupo, antes e apo6s a suplementacéao, foi empregado o teste

13

paramétrico “t” de Student pareado. Para verificar diferencas quanto ao estado
nutricional, foi aplicado o teste qui-quadrado. Os dados estdo expressos em numero e
percentual e média e desvio padrdo. A significancia estatistica foi considerada

admitindo-se um nivel critico de 5% (p<0,05) em todos 0s casos.
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Resultados:

No periodo do estudo foram atendidos 76 pacientes elegiveis para a pesquisa.
Destes, um foi excluido por apresentar pneumopatia crénica, 8 ndo retornaram apos o
periodo de intervencdo, um ndo ingeriu todas as capsulas, dois ndo foram autorizados
pelos pais ou responsaveis e um se recusou em participar. Nenhum foi internado durante
a pesquisa e foram incluidos no estudo apenas os que referiram ingerir todas as
capsulas, resultando em uma amostra final de 63 pacientes, sendo 31 suplementados
com o 6leo de linhaga marrom e 32 do grupo placebo.

Dentre os 63 pacientes avaliados, 38 (60,3%) eram do sexo masculino. A idade
variou entre 7,1 e 18,9 anos, com média de 11,7+2,63 anos no grupo linhaca e
12,2+3,65 anos no grupo placebo, com predominio de adolescentes (60,3%) em ambos
0S grupos. Quanto a procedéncia, 31 (49,2%) eram provenientes da Regido
Metropolitana do Recife, (30) 47,6% do Interior de Pernambuco e 2 (3,2%) de outros
Estados.

A média de peso e estatura no grupo linhaca foi de 46,04+12,05kg e de
1,49+0,12m, respectivamente. Enquanto que no grupo placebo foi de 43,5+14,17kg e de
1,48+0,16m. Quanto ao estado nutricional, em ambos 0s grupos, prevaleceu a eutrofia
em relacdo ao IMC/I (54,5% de toda a amostra) e todos apresentavam estatura adequada
para a idade. Entretanto, observou-se que 34,9% da amostra tinham sobrepeso ou
obesidade (Tabela 1). N&o foram encontradas diferencas significativas entre os dados de
idade, peso, altura e IMC entre os grupos, indicando uma homogeneidade entre 0s
mesmos.

Em relacdo a sintomatologia, observada apos a suplementagéo, no grupo linhaca,

vinte (64,5%) apresentaram diminui¢cdo da dispneia, tosse e coceira. JA& no grupo
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placebo, apenas dois (6%) pacientes mencionaram melhora, referindo estarem mais
saudaveis. Nenhum paciente relatou efeitos colaterais da suplementagéo.

Na figura 1 mostra a evolucdo do nimero de eosinofilos antes e apo6s a
intervencdo. No grupo linhaga, o nimero de eosinofilos inicial foi de 4,53%z1,61,
reduzindo (p<0,05) para 2,9%=0,99. No grupo placebo, ndo foi encontrada diferenca
(4,54%=1,32 antes da suplementacdo para 3,75%=2,04 depois da suplementacéo).
Ambos 0s grupos, apresentaram nimero de eosinofilos dentro da faixa de normalidade.

A figura 2 estdo representados a evolucdo dos niveis de IgE apés a
suplementacdo. Houve uma reducdo (p<0,05) no grupo linhaga de 122,9Ul/mL+27,9
para 68,5U1/mL+28,1 depois da intervencdo. Nota-se que inicialmente os niveis de IgE
encontravam-se acima do ponte de corte estabelecido (até 87,0 Ul/mL(, normalizando
apoés a suplementacdo. No grupo placebo, ndo foi verificada diferenca
(112,6+15,5U1/mL versus 108,7 Ul/mL +15,9) e os niveis permaneceram acima do

valor de referéncia.
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Discussao

No presente estudo prevaleceu o sexo masculino, corroborando com outros
autores'* 1°. Alguns pesquisadores tentam explicar essa maior prevaléncia da asma nos
meninos, porém ainda ndo ha um consenso. Dentre as teorias mais aceitaveis estdo as
que relacionam as diferencas entre geometria das vias aéreas nos sexos, a qual pode
predispor os meninos em razdo do aumento da resisténcia das vias aéreas, ou ainda a
menor resisténcia ao fluxo aéreo dos brénquios nas meninas, ou a maior frequéncia de
infecces das vias aéreas entre os meninost® 7,

Em relacdo a procedéncia, pelo fato do estudo ter sido realizado no ambulatério
de Alergologia e Imunologia do HC/UFPE, referéncia para todo o Estado de
Pernambuco, justifica-se o elevado percentual de pacientes do interior do Estado.

O estado nutricional dos pacientes foi avaliado pelo IMC/I e E/I, uma vez que o
IMC/I é usado principalmente para identificar 0 excesso de peso entre criangas e
adolescentes e € recomendado internacionalmente para estudos clinicos e
epidemioldgicos. Foi validado como indicador de gordura corporal total e tem a
vantagem de ser utilizado em outras fases da vida®®.

Verificou-se que a maior parte da amostra apresentava-se eutrofica, em ambos
0s grupos, porém, houve um alto percentual de pacientes com sobrepeso e obesidade.
Van Gent et al (2007)° encontraram um percentual de 16% de criancas entre 7 e 10
anos com IMC elevado para idade. Em contrapartida, Antonio et al., (2003)%°, nio
encontram nenhum paciente asmatico com sobrepeso ou obesidade.

Ha um interesse na literatura atual em tentar esclarecer a possivel relacdo entre
asma e excesso de peso, visto que as duas doencas tém apresentado elevados valores de
prevaléncia e frequentemente coexistem? 22, Os estudos sdo bastante divergentes e

varias sao as justificativas e conclusbes acerca do assunto. Dentre 0s mais aceitos
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atualmente estéo os efeitos mecanicos diretos do diafragma, ocasionada pelo excesso de
peso, sobre as vias aéreas levando a falta de ar. Ademais, a obesidade enquanto doenca
inflamatoria provocaria alteracdo na musculatura lisa, levando ao estreitamento das vias
aéreas, aumento da reatividade das vias aéreas com os alérgenos ambientais, e, mais
recentemente, a desregulagdo do sistema nervoso autdnomo mediado pela leptina®® 24,
Além disso, a diminuicdo do nivel de atividade, devido a exarcebacao das crises, € 0 uso
de corticoides em pacientes asmaticos pode predispor ao ganho de peso corporal
excessivo®. Contudo, ainda sdo pouco conhecidos os mecanismos fisiologicos,
imunolégicos, mecanicos, genéticos, ambientais e dietéticos realmente responsaveis
pela relagéo asma e obesidade?.

O indice altura para idade reflete o crescimento linear em relacdo a idade e é
considerado o indicador mais sensivel para aferir a qualidade de vida de uma populagéo,
por ter associagdes com as condi¢des socioecondmicas, infecgdes cronicas e recorrentes
e aporte nutricional inadequado?®. Ja foi relatado que a asma moderada compromete o
crescimento de criancas e adolescentes?!, porém, no presente estudo, nio foi encontrado
nenhum déficit de crescimento entre as criancas e adolescentes estudadas. Como estes
pacientes encontravam-se em acompanhamento médico periédico, pode-se inferir que
0s mesmos faziam uso adequado das medicacOes para controle do quadro alérgico, bem
como recebiam aconselhamento nutricional satisfatério, razdes pelas quais a estatura
néo foi comprometida pela doenca.

Quanto a sintomatologia, cerca de dois tercos dos pacientes que receberam o
oleo da linhaga marrom apresentou melhora dos sintomas, como reducgdo da dispneia,
tosse e coceira e consequente diminuicdo da necessidade de medicamentos. Como estes
sintomas interferem nas atividades habituais dos pacientes asmaticos, a suplementagéo

com n-3 repercutiu positivamente na qualidade vida, atuando como coadjuvante no
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tratamento da asma. Tal efeito pode ser decorrente do efeito anti-inflamatério do n-3 na
regeneracdo do epitélio do trato respiratorio e pela modulacéo na cascata inflamatdria da
asma®,

A linhaga é reconhecidamente uma das maiores fontes de acido alfa-linolénico
(18:3n-3, ALA), e que pode ser metabolicamente convertido nos acidos
docosaexahenoico (22:6n-3, DHA) e eicosapentaendico (20:5n-3, EPA), processo pelo
qual é mediado pelas enzimas elongases e dessaturases®. Particularmente, o EPA
parece ter efeitos sobre a resposta imune e inflamatéria através da modulagdo da
resposta imune mediada pelas células Th2 presente na fisiopatologia da asma®.

A ativacdo das células Th2 é a responsavel pelo inicio do processo inflamatério
na asma. Apos reconhecer o antigeno através da ligacdo com as células apresentadoras
de antigeno, as células Th2 estimulam as células B que se diferenciam em plasmécitos
secretores de IgE especifica para o alérgeno. A IgE é rapidamente captada pelos
receptores dos mastdcitos teciduais, levando a sua desgranulacdo®. Isto conduz a
liberagdo de uma variedade de moléculas inflamatorias, contribuindo para um maior
recrutamento de células imunes e ativacdo de leucdcitos, principalmente eosinofilos.
Este processo desencadeia a contracdo da musculatura lisa dos vasos, vasodilatagéo,
ocasionando tosse, chiado e dispneia frequentes na crise de asma®. Por isso, que de uma
forma geral, nas doencas alérgicas, encontram-se elevados a contagem de eosinofilos e
o nivel de IgE sérica total.

Os eosindfilos e IgE sanguineos desempenham um importante papel na
patogénese da asma, atuando como marcadores da inflamagcéo alérgical*.  No presente
estudo, a suplementacdo com 6leo de linhaga marrom reduziu os niveis plasmaticos de
eosinofilos e de IgE, e ainda, normalizou os niveis de IgE. Possivelmente o n-3 atenuou

a resposta inflamatoria atraves da redugdo da ativacdo das células Th2, levando a um
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quadro de remisséo clinica. Pois j& foi demonstrado que, nesta situacéo, a contagem de
eosindfilos sanguineo esta significantemente menor do que nas exacerbagfes!. Esta
diminuicdo pode repercutir de forma positiva em pacientes asmaticos através da redugédo
das alteracBes encontradas na musculatura lisa devido a inflamacéo, acarretando na
dilatacdo das vias aéreas, com consequente atenuacdo da dispneia, como foi relatado
pela maioria dos pacientes que receberam suplementagdo com o Oleo de linhaga
marrom.

Nenhum estudo foi encontrado utilizando O6leo de linhaca e seus efeitos
antioxidantes na asma. Outros estudos foram conduzidos verificando os efeitos da
suplementagdo do n-3 na asma, porém utilizando dleo de peixe??8, Jang et al., (2014)?,
verificaram que a suplementacdo com dleo de peixe em ratos, foi capaz de modular a
resposta inflamatoria exarcebada via células Th2, apresentando beneficios na prevencéo
e no tratamento da asma. Tecklenburg-Lund et al., (2010)?® compararam os efeitos
antioxidantes do 6leo de peixe, por um periodo de 3 semanas, com as medicacdes em
pacientes asmaticos. Os autores verificaram que ambos foram igualmente eficientes em
atenuar a inflamacdo das vias aéreas e broncoespasmo.

Confirmando nossos achados, Park et al., (2013)° ao suplementar 6leo de
peixe, verificou reducdes significativas na citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 produzidas pelas
células Th2 em resposta a alérgenos, do fator de transcri¢do responsavel pela ativacdo
dos mastocitos e da gravidade da dermatite. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Schubert, et al., (2009)?, que administrou 6leo de peixe durante 3
semanas em pacientes com asma, observando um decréscimo no nimero de eosinofilos
(10,1+0.1.84 vs. 5,79+0,69%), com consequente reducédo da inflamacéo brénquica.

Esses resultados mostram que a suplementacdo com o0leo de linhaga marrom

reduziu o nimero de eosinofilos e os niveis de IgE sanguineo, indicando uma atenuacao
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do processo inflamatério nas criancas e adolescentes portadores de asma moderada.
Como os grupos eram homogéneos, ou seja, iguais clinicamente, pode-se constatar que
0 n-3 atuou como coadjuvante no tratamento da asma, por reduzir a sintomatologia dos
pacientes com consequente, diminuicdo da necessidade de medicamentos, melhora do
quadro clinico e da qualidade vida. Sendo assim, torna-se cada vez mais importante
incentivar o consumo de alimentos ou de suplementos ricos em n-3, particularmente por
pacientes asmaticos, visto seus potenciais efeitos anti-inflamatorios.

Por se tratar de um estudo de intervencédo, alguns vieses podem ter ocorrido,
principalmente pelo fato da suplementacdo ndo ter supervisdo dos pesquisadores e
depender da memadria e responsabilidade dos pacientes e de seus responsaveis. Mesmo
com estas limitacGes, este estudo demonstra a importancia de mais pesquisas sobre o
assunto atraves de intervengdes mais amplas, com controle da suplementacdo e por um

periodo maior que possam confirmar e elucidar as hipoteses aqui postuladas.
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Tabela 1 - Classificacdo do estado nutricional das criangas e adolescentes asmaéticas

atendidas no ambulatério de alergia do hospital das clinicas de Pernambuco. Recife,

2013/2014
Grupos de estudo
Grupo linhaca Grupo placebo p#
(n=31) (n=32)
n (%) n (%)
IMC/1% 0,531
Eutrofia 19 (61,2) 23 (71,8)
Sobrepeso 7 (22,6) 8 (25)
Obesidade 5 (16,2) 2 (6,2)
Estatura para idadei
Adequada para idade 31 (100) 32 (100)

IMC = Indice de massa corporal.
IClassificacdo de acordo com a OMS, 2006,2007.

#teste qui-quadrado
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Figura 1 — NUmero de eosindfilos antes e apos a suplementacdo com 6leo de linhaga
marrom ou placebo, de criancas e adolescentes asmaticos atendidas no ambulatorio de

alergia do hospital das clinicas de Pernambuco. Recife, 2013/2014
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Os resultados estdo representados em média e desvio padréo (DP).

* p<0,05, teste t pareado de student
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Figura 2 — Niveis de IgE antes e apds a suplementacdo com 6leo de linhaga marrom ou
placebo, de criangas e adolescentes asmaéticos atendidas no ambulatério de alergia do

hospital das clinicas de Pernambuco. Recife, 2013/2014

IgE
e e

3 J x
E
B RS ll_llml -y
E
w
-

Depois Antes Depois

Linhaga Placebo

Os resultados estdo representados em média e desvio padréo (DP).

* p<0,05, teste t pareado de student.
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Resumo

Objetivo: investigar o papel antioxidante da suplementacdo com 6leo de linhaca
marrom sobre o dano decorrente do estresse oxidativo da asma. Métodos: ensaio
clinico randomizado, duplo cego, placebo controlado com criancas e adolescentes,
entre 7 e 19 anos com asma moderada, em uso de broncodilatador inalado, atendidos
em ambulatorio especializado de um Hospital de referéncia, no periodo de julho de
2013 a agosto de 2014. Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos: grupo linhaga, os quais foram suplementados com éleo de linhaca marrom e
grupo placebo, que receberam cépsulas contendo glucose de milho, com a mesma cor
e aspecto do 6leo de linhaca. Os pacientes foram orientados a ingerir 1 cpsula
contendo 1 grama de 6leo de linhaga marrom ou placebo por dia, durante 6 semanas.
Foram analisadas a peroxidagdo lipidica, oxidag&do proteica, tiol total e catalase do
sangue dos pacientes antes e ap0s a suplementacdo. Para andlise estatistica foi
empregado o teste Kruskal-Wallis seguido do poés-teste de Dunn’s. Resultados: No
grupo linhaga foram encontradas diferencas significativas (p<0,05), apos a
suplementacdo, na peroxidagdo lipidica (reduzindo de 0,205+0,013nmol para
0,076%0,005nmol), no carbonil (diminuindo de 37,36+5,9nmol para 2,08+1,39nmol) e
no tiol total (aumentando de 6,90+0,67nmol para 9,86+1,63nmol). Porém, nao foram
encontradas diferengas na producdo de catalase (de 2,25+0,15U/mg para
2,10+0,13U/mg). No grupo placebo n&o houve diferenga em nenhum parametro
analisado. Concluséo: a suplementacdo com 0leo de linhaga marrom atuou como
terapia coadjuvante na asma, por amenizar o dano oxidativo de criangas e
adolescentes com asma moderada. Assim, o consumo de Omega-3 deve ser
incentivado em pacientes asmaticos.

Palavras-chave: Oleo de semente do linho, peroxidagcdo de lipideos, reagentes de

sulfidrila, antioxidantes, catalase
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Abstract

Objective: To investigate the possible antioxidant role of linseed oil on the damage
resulting from oxidative stress in asthma. Methods: A randomized, double-blind,
controlled placebo test on children and adolescents aged 7 to 19 years with moderate
asthma under use of inhaled bronchodilator, treated in outpatient clinic of a hospital
referral from July 2013 to August 2014. Patients were randomized divided into two
groups: linseed group, which were supplemented with linseed oil and placebo group,
given capsules containing corn syrup, with the same color and appearance of linseed
oil. The patients were instructed to ingest one capsule containing 1 gram of brown
flaxseed oil daily for six weeks. Lipid peroxidation, protein oxidation, the total thiol and
catalase blood of patients before and after supplementation were analyzed. For
statistical analysis we used the Kruskal-Wallis test followed by post-test Dunn’s.
Results: In the group linseed significant differences (p<0.05) after supplementation in
lipid peroxidation (reduced ranging from 0,205+0,013nmol to 0,076+0,005nmol), the
carbonyl (decreasing reduced ranging from 37,36+5,9nmol to 2,08+1,39nmol) and total
thiol (increasing reduced ranging from 6,90+0,67nmol to 9,86+1,63nmoal). In the
placebo group there was no difference in any parameter examined. Conclusion:
Supplementation with brown flaxseed oil served as an adjunct therapy for asthma, to
ameliorate oxidative damage in children and adolescents with moderate asthma. Thus,
consumption of n-3 should be encouraged in asthmatics.

Keywords: flax seed oll, lipid peroxidation, sulfhydryl reagents, antioxidants, catalase
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Introducéo

A asma brénquica € uma doenca inflamatéria crbnica das vias aéreas e é
caracterizada por broncoespasmo, hipersecrecdo de muco e edema da mucosa,
acarretando na diminuicdo do volume expiratério forcado, dispneia, tosse e chiado®. O
seu diagnéstico deve ser baseado nas condic¢des clinicas, sintomatologias especificas
e em indicadores funcionais, sendo mais utilizado na pratica clinica a espirometria.
Nos Ultimos anos tem apresentado um aumento significativo de sua prevaléncia,
compreendendo tanto paises desenvolvidos quanto agqueles em desenvolvimento®. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2007) estima-se que 300 milhdes
de pessoas em todo o mundo sofram de asma, chegando a 250 mil ébitos por ano®.

Sua patogénese é complexa e é decorrente da liberacdo de mediadores
inflamatdrios®. A exposicdo frequente aos alérgenos mantém as células Th2 de
memoria ativadas e induz a disfungdo crénica do sistema imune, resultando em
processo inflamatério persistente®. Desta forma, ocorre liberacdo excessiva de
mediadores imunoldgicos  pro-inflamatérios, como histamina, eicosandides
(prostaglandinas da série 2, leucotrienos da série 4, tromboxano da série 2) e as
citocinas: IL-4, IL-5 e IL-13, os quais causam a maturacdo de eosindfilos e de
neutréfilost. Os eosindfilos provocam infiltracéo celular caracteristica da asmab®.

Os neutrdfilos, por sua vez, liberam radicais livres (RLs), como o superéxido e
6xido nitrico, os quais sdo responsaveis pela inflamacéo das vias aéreas®®. Caso os
RLs ndo sejam inativados pelo sistema antioxidante, ocorrera liberacdo excessiva
desses radicais, acarretando no estresse oxidativo, com consequente peroxidacao
lipidica, oxidagédo proteica e lesdo oxidativa no DNAS’,

Ao longo do tempo, diversas estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas
para controlar a asma, incluindo broncodilatadores como agonistas dos receptores
adrenérgicos, agentes antiinflamatérios como corticosteréides inalados e antagonistas
de leucotrienos®. Porém, apesar da progressdo no entendimento de sua fisiopatologia
e de crescentes ofertas de tratamento, a asma ainda resulta em elevada morbidade e
mortalidade em criancas e adolescentes®.

Tem havido um interesse crescente na investigagdo de varios fatores
ambientais responsaveis pelo aumento do niumero de casos de asma. Dentre estes
inclui-se o consumo de uma dieta pro-inflamatoéria, caracterizada pelo elevado teor de
alimentos fontes de &cidos graxos Omega 6 (n-6) em relacdo ao Omega 3 (n-3), pelo
fato do n-6 induzir a liberacdo de mediadores inflamatérios, antagonicamente ao n-3°.
Na dieta tipica ocidental, o consumo de n-6 em relagdo ao n-3 é cerca de cinco vezes

maior que o recomendado?!. Portanto, pacientes asmaticos que consomem uma dieta
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com uma alta relacdo de n-6:n-3 estdo mais propensos ao estresse oxidativo, logo,
intervencles terapéuticas que reduzam a atividade oxidante e melhorem a defesa
antioxidante podem ser Uteis no tratamento da asma.

Uma abordagem, do ponto de vista nutricional, na tentativa de atenuar a
producdo de mediadores inflamatorios pelo n-6 na asma, é a suplementa¢do com o n-
3. O interesse da acdo do n-3 sobre a asma iniciou com o estudo de Horrobin (1987)?,
0 qual sugeriu que a baixa incidéncia de asma na populagéo indigena americana era
decorrente do consumo elevado de peixe, alimento fonte de n-3.

Os &cidos graxos poli-insaturados, n-3 e n-6 sdo considerados essenciais e sdo
sintetizados a partir do &cido linoleico (AL, 18:2 n-6). O AL é convertido em acido alfa-
linolénico (ALA, 18:3 n-3), a partir do qual sé@o sintetizados o acido eicosapentanoico
(EPA, 20:5 n-3) e o acido docosahexandico (DHA, 22:6 n-3)!3. O EPA relaciona-se
principalmente com os efeitos anti-inflamatérios, enquanto o DHA é fundamental para
o desenvolvimento do cérebro e retina®. O n-6, por sua vez, é proveniente
diretamente do AL, o qual produz o 4cido araquiddnico (AA), responsavel pela sintese
de mediadores inflamatérios!14.

AA e EPA séo os acidos graxos que formam os fosfolipideos das membranas
biologicas. O n-3, particularmente o EPA, compete com o AA por enzimas nas reagdes
de desnaturacdo e alongamento da cadeia que catalizam a sintese de eicosanéides*.
Em propor¢des adequadas de n-6:n-3, em torno de 3:1, ocorre maior conversédo de AL
em ALA, pois as enzimas apresentam maior afinidade pelos acidos da familia n-3, com
consequente maior producéo de mediadores com menor potencial inflamatério®4,

A partir desta perspectiva, estudos foram conduzidos suplementando 6leo de
peixe em asmaticos por apresentar grande quantidade de DHA e EPA™1® Seus
beneficios tém sido reportados em diversos processos inflamatérios e imunolégicos'’.
No sistema respiratério foi verificada a reducdo de mediadores da inflamacdo, tais
como radicais livres e citocinas pré-inflamatérias®.

Atualmente, o 6leo de linhaca tem ganhado énfase por ser menos susceptivel a
oxidacdo, apresentar menor custo e melhor palatabilidade do que o 6leo de peixe.
Além disso, é um alimento livre de poluentes, ndo processado, € um produto orgénico
e sua fonte é renovavel e sustentavel’®!°. Porém, diferentemente do 6leo de peixe, o
Oleo de linhaga apresenta maiores concentragdes de ALA, o qual ainda precisa ser
convertido em EPA e DHA no organismo®®. Nenhum estudo foi encontrado utilizando
Oleo de linhaca e seus efeitos antioxidantes na asma. Neste sentido, o objetivo do
presente estudo foi investigar o possivel papel antioxidante do 6leo de linhagca marrom

sobre o dano decorrente do estresse oxidativo decorrente da asma.
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Metodologia:

Ensaio clinico randomizado, duplo cego, placebo controlado com criangas e
adolescentes de ambos os sexos, entre 7 e 19 anos, diagnosticados com asma
brébnquica moderada, em uso de broncodilatador inalado e atendidos no ambulatério
de Alergologia e Imunologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC/UFPE), no periodo de julho de 2013 a agosto de 2014. Foram
excluidos do estudo, portadores de alguma doenca que acarretasse imunodeficiéncia
ou de pneumopatia cronica, os pacientes atendidos pela primeira vez e em uso de
corticoide. Foram escolhidos pacientes com asma moderada, visto que na leve o
processo inflamatério encontra-se atenuado e na grave ha necessidade recorrente de
corticoide para controle das crises e de internamento?.

A asma foi definida como histéria recorrente de dispneia, tosse crdnica,
sibilancia, aperto no peito ou desconforto toracico, com melhora da sintomatologia
apo6s o uso de broncodilatador. Foram considerados pacientes com asma brdonquica
moderada, aqueles que apresentavam sintomas diarios, despertares noturnos
semanais, necessidade de agente beta2-agonista inalado para alivio diario e
limitacdes das atividades presentes nas exarcebagdes?.

As criangcas e adolescentes asméaticas que ja estavam sendo atendidas e
realizando tratamento no ambulatério foram distribuidas aleatoriamente no estudo em
dois grupos: Grupo linhaca, criancas e adolescentes com asma moderada que
receberam suplementacdo com 6leo de linhaca marrom e o grupo placebo formado
por pacientes com asma moderada que foram suplementados com capsulas contendo
glucose de milho que apresenta a mesma cor e aspecto do 6leo de linhaca. A
pesquisadora responsavel pela coleta dos dados, bem como o paciente ndo sabiam
qual o conteado da capsula. Nenhuma das criancas e adolescentes incluidas no
estudo teve interrupcdo e/ou mudancas no tratamento clinico, bem como das
medicacoes.

Os pacientes receberam a suplementagdo por um periodo de 6 semanas. O
tempo de suplementagéo, a dosagem e o calculo amostral foram baseados no estudo
de Biltagi et al., (2009)*°, no qual suplementou 6leo de peixe em criangas com asma
moderada, o qual possui composi¢do nutricional similar ao 6leo de linhaca e obteve
reducdo dos marcadores inflamatérios pés suplementacdo (BILTAGI et al., 2009)*°.
Para o calculo amostral foi utilizado os niveis séricos de IL-1 e a formula de
comparacdo de duas médias®. Foi estimada uma perda de 20%, perfazendo um

minimo de 29 pacientes para cada grupo.
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No dia da consulta no ambulatério de Alergologia e Imunologia do HC/UFPE,
0S pacientes que se encaixavam nos critérios de inclusdo foram convidados a
participar da pesquisa. Nesta ocasido, os pesquisadores esclareceram aos pais ou
responsaveis 0s objetivos e as etapas da pesquisa, solicitando aqueles que
concordaram em participar, a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido.

O estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude (CEP/CCS/UFPE),
segundo CAE numero: 12055713.9.0000.5208.

A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora ap6s o recrutamento. Foi
realizada uma entrevista com 0s pais ou responsaveis para o preenchimento do
formulario da pesquisa, contendo informacdes a cerca de sexo, idade, sintomatologia
antes e ap0s a suplementacdo, além das afericbes do peso e da estatura dos
pacientes. Em seguida, os pacientes passaram por um procedimento de coleta de
sangue, para posterior andlise da peroxidacdo lipidica, total de tiol, carbonil e da
enzima antioxidante catalase. Ap6s o periodo de intervengcdo, de 6 semanas, foi

realizada uma reavaliacdo desses parametros.

Coleta de sangue: A coleta de sangue foi realizada no laboratério de andlises clinicas
do HC/UFPE, mediante solicitagdo médica, e com consentimento dos pais ou
responsaveis. Foram observadas as precaucfes universais para pungcdo venosa, e
realizada por profissionais habilitados. Foi coletada uma aliquota de sangue de 5 ml
por pun¢do venosa utilizando uma agulha e tubo para coleta por sistema de vacuo. O
sangue foi armazenado em tubos devidamente identificados, contendo EDTA-k3 com
aspirado preconizado de 3,0 a 4,5 ml de sangue. As amostras foram imediatamente
transportadas em recipiente térmico atendendo as normas de seguranca legais, até o
laboratério do Laboratério de Imunopatologia Keiso Azami da UFPE (LIKA/UFPE)
onde ficaram armazenadas até o processamento. Tais procedimentos foram
realizados em 2 momentos: antes da suplementacdo e apés 6 semanas de

suplementacdo com 6leo de linhagca marrom ou placebo.

Intervencdo: A intervencao deste estudo foi feita com a suplementagdo com o 6leo de
linhagca marrom em capsulas. Os pais ou responsaveis pelos pacientes foram
orientados a administrar as criancas ou adolescentes 1 cépsula de 6leo de linhaca
marrom por dia, comercializadas no mercado, antes do almoco, contendo 1000mg de

0leo, durante um periodo de 6 semanas. N&o foram realizadas mudancas na dieta dos
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pacientes. Cada capsula contém aproximadamente 9kcal e 1g de lipideos, sendo 0,5g
de acido graxo poli-insaturado n-3; 0,2g de acido graxo poli-insaturado n-6 e 0,2g de
acido graxo monoinsaturado n-9. O produto foi doado pela pesquisadora para todos 0s
pacientes e as capsulas foram oriundas do mesmo lote a fim de padronizar o produto.
As criancas e adolescentes do grupo placebo receberam capsulas contendo 1g de
glucose de milho, que apresentam a mesma cor e tamanho das que contem 6leo de

linhaca. Cada capsula fornecia aproximadamente 3,2kcal e 0,89 de carboidrato.

Variaveis estudadas: As criancas e adolescentes foram avaliadas antes do inicio da
suplementacdo com 6leo de linhaga marrom ou placebo. Foram coletados idade, peso
e altura para avaliacdo antropométrica e aliquotas de 5ml de sangue para posteriores
avaliacbes da peroxidacdo lipidica, proteinas sulfidrilas, carbonil e da enzima
antioxidante catalase. Ao término da suplementacdo, apés 6 semanas, foi realizada

uma reavaliagdo destes parametros.

Antropometria: Foram aferidos o peso (em quilogramas) e a estatura (em
centimetros), conforme recomendado pela OMS, (2007)% e convertidas pelo programa
WHO Anthro versédo 3.2.2 em indice de massa corporal (IMC), que é o produto da
relac@o peso pela altura ao quadrado. Para avaliagéo do estado nutricional foi utilizado

o IMC para idade (IMC/I) segundo sexo e comparando com as curvas da OMS, 20072,

Avaliacdo das espécies reativas ao acido Tiobarbiturico (TBARS): Para avaliagdo
da peroxidagdo lipidica, utilizou-se a formag&o malondialdeido (MDA) que é reagente
ao TBARS durante uma reacao acido-aquecida Uma aliquota de 200 uL de sangue foi
misturada com &cido tricloroacético 15% (400 uL), e centrifugadas por 10 minutos
(4000 xg) e o sobrenadante foi misturado com igual volume de acido tiobarbitarico
0,67%. Este sistema foi aquecido em banho maria durante 15 minutos e o TBARS foi
determinado por espectrometria com comprimento de onde de 535nm. A concentracdo
de proteina foi avaliada pelo ensaio de Lowry e 0s resultados estdo expressos como

nmol de TBARS/mg de proteina (equivalentes de MDA).

Proteinas carboniladas: O dano oxidativo para a proteina foi medida pela
determinacdo de grupos carbonil, com base numa reacdo com dinitrofenilhidrazina
(DNPH). As proteinas foram precipitadas por adicdo de 20% de &cido tricloroacético e,

em seguida, colocadas para reagir com DNPH. As amostras foram ent&o redissolvidas
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em cloridrato de guanidina 6 M e o conteudo de carbonila foi determinado medindo a

absorbancia a 370 nm usando um coeficiente de absorcdo molar de 22.000 M.

Grupos Sulfidrilas em proteinas: O teor de tiol total (grupos sulfidrilicos - SH) no
sangue foi determinado utlizando o método 5,5-ditiobis (2-nitrobenzobico) (2-
nitrobenzdico) (DTNB). Uma amostra de 30microlitos (mcl) foi adicionada a 1 mL de
PBS/1ImM EDTA (pH 7,5). A reagéo foi iniciada pela adicdo de 30mcl de solucéo
padréo de DTNB 10 mM em PBS. As amostras tipo controle, que n&do incluem DTNB
ou proteina, foram executadas simultaneamente. Apés incubacdo durante 30 min a
temperatura ambiente, a absorvancia a 412 nm foi medida e as quantidades de TNB
formadas (equivalente a quantidade de sulfidrilicos (SH) grupos) foram calculadas.

Avaliacdo da atividade enzimatica da Catalase (CAT): Para determinar a atividade
de CAT, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rotagdes por minuto (rpm)
durante 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio enziméatico. A atividade
de CAT foi medida pela taxa de diminuigdo da absorvancia de peréxido de hidrogénio

a 240 nm e expressa como U/mg de proteina.

Sintomatologia: Foram questionados aos pacientes e seus responsaveis sobre a
sintomatologia apresentada durante a crise de asma, tais como tosse, dispneia, placas

e coceiras na pele, edema nos olhos, na boca e no corpo, dentre outros.

3.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo pacote estatistico GraphPad-Prism verséo
6.0c para Mac OS X (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, Estados Unidos) e os
dados antropométricos pelo Software WHO Anthro versdo 3.1. Os dados foram
testados quanto a normalidade da distribuicdo pelo teste de Shapiro Wilk. A idade,
peso, altura e IMC apresentaram normalidade e homogeneidade de variancias e
empregado o teste paramétrico “t” de Student para analise das caracteristicas entre os
grupos linhacga e placebo. Estes dados estdo expressos em média e desvio padrao.
Para andlise da producdo de TBRAS, carbonil, tiol total e catalase, entre 0s mesmos
grupos, antes e apés a suplementacdo, foi empregado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn’s, pois ndo apresentaram-se normais. Os
resultados estdo expressos em média e erro padrdao. A significancia estatistica foi

considerada admitindo-se um nivel critico de 5% (p<0,05) em todos 0s casos.
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Resultados:

No periodo do estudo foram atendidos 76 pacientes elegiveis para a pesquisa.
Destes, um foi excluido por apresentar pneumopatia cronica, 8 ndo retornaram apos o
periodo de intervenc¢do, um ndo ingeriu todas as capsulas, dois ndo foram autorizados
pelos pais ou responsaveis e um se recusou em participar. Nenhum foi internado
durante a pesquisa e foram incluidos no estudo apenas os que referiram ingerir todas
as capsulas, resultando em uma amostra final de 63 pacientes, sendo 31
suplementados com o 6leo de linhaga marrom e 32 do grupo placebo.

Na tabela 1 estdo descritas as caracteristicas demogréfica e antropométrica da
populacdo estudada. Houve predominio do sexo masculino (60,3%). Nao foram
encontradas diferengas entre os dados de idade, peso, altura e IMC entre 0s grupos,
indicando uma homogeneidade entre os grupos.

Na figura 1 estdo descritas a peroxidagao lipidica, o carbonil, o total de tiol e a
catalase das criangas e adolescentes asméaticas do tipo moderada, as quais foram
suplementadas com 6leo de linhaga marrom ou placebo.

Em relagéo a peroxidacao lipidica, medida neste estudo pelo TBRAS, observa-se
qgque houve uma reducdo (p<0,05) no grupo linhaga de 0,205+0,013nmol para
0,076+0,005nmol, diferentemente do grupo placebo que néo foi encontrada alteragéo
(0,150+0,015nmol versus 0,130+0,004nmol). Quanto ao carbonil, verificou-se
diminuicdo (p<0,05) nos pacientes suplementados com O6leo de linhaca marrom
(37,36+5,9nmol versus 2,08+1,39nmol), ndo sendo detectada diferenca nos que
receberam placebo (34,31+2,97nmol versus 29,64+2,82nmol).

Houve um aumento (p<0,05) no total de tiol no grupo linhaca de 6,90+0,67nmol
para 9,86+1,63nmol, porém, esta alteragdo ndo foi encontrada nos pacientes
suplementados com placebo (de 4,51+0,54nmol para 5,50+0,77nmol). Nao foram
observadas diferencas na producdo de catalase em ambos os grupos. No grupo
linhaca, inicialmente a producdo de catalase foi de 2,25+0,15U/mg e de
2,10+0,13U/mg ao término da suplementacao. No grupo placebo os niveis de catalase
iniciais foram de 2,26+0,12U/mg e de 2,21+0,09U/mg apoés a intervengao.

No grupo linhaga, vinte pacientes (64,5%) relataram reducéo das crises de asma
brébnquica, em contrapartida, no grupo placebo, apenas dois pacientes (6,0%)
mencionaram melhora, referindo estarem mais saudaveis. Nenhum paciente relatou

efeitos colaterais da suplementacéo.
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Discussao

Estudos tém sido conduzidos com a suplementagédo de 6Oleo de peixe em
pacientes asmaticos, devido ao seu teor elevado de DHA e EPA, os quais séo
mediadores anti-inflamatdrios!>'¢. Porém, em decorréncia do elevado teor de acidos
graxos poli-insaturados, o 6leo de peixe esta mais susceptivel a oxidagdo, além de
apresentar maior risco de contaminagcdo por metais pesados e pesticidas e baixa
aceitacdo pelo sabor e odor caracteristicos. Ademais, apresentam variacdo em sua
composi¢cdo de acido graxo, devido a vérios fatores como: disponibilidade de
alimentos, idade, sexo, temperatura da agua, localizagcao geografica e esta¢do do ano
em que os peixes sdo obtidos!®°.

Diferentemente do 6leo de peixe, no 6leo de linhaga ha predominio de ALA, o
qual ainda precisa ser convertido por elongases e dessaturases em DHA e EPA,
porém, o percentual da conversdo em DHA, em seres humanos é desconhecido?®,
Todavia, as maiores funcdes relacionadas aos efeitos anti-inflamatorios estédo
associados ao EPA e seus niveis ndo sdo comprometidos??. Barcelo-Coblijn et al,
(2008)*, verificaram que tanto o 6leo de peixe quanto o de linhaca foram igualmente
eficazes em aumentar a quantidade de EPA e DHA nos eritrocitos de individuos
adultos.

Nao foi encontrado, até o presente momento, nenhum estudo verificando os
efeitos da suplementacdo com o 6leo de linhaca sobre o estresse oxidativo em
pacientes asmaticos. Nosso estudo foi iniciado com grupos de pacientes com
caracteristicas homogéneas, ou seja, clinicamente iguais, permitindo desta forma, que
a andlise pudesse ser realizada considerando os grupos como sendo oriundos de uma
Unica populagao.

Nao ha consenso sobre qual o método mais util, mais confiavel, mais acurado,
ou especifico para avaliar os diferentes tipos de danos decorrente do estresse
oxidativo?. No presente estudo, os parametros avaliados foram a peroxidacéo lipidica
(PL), oxidagéo de proteinas (OP), total de tiol e a mensuracdo da enzima catalase. Foi
observada uma diminui¢cdo da PL e dos grupos carbonilas de proteinas e aumento no
total de tiol, no grupo que recebeu suplementacdo com 6leo de linhaga marrom, ndo
sendo encontrado o0 mesmo no grupo placebo. A catalase ndo sofreu modificagcbes em
ambos os grupos. Poucos estudos avaliaram os efeitos do n-3 no estresse oxidativo
em asmaticos. Zanatta et al., 2014% verificaram, em ratos, atenuacdo do estresse
oxidativo apds suplementacdo com 6Oleo de peixe, observando redugdes de nitrito e da
PL.
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O estresse oxidativo tem um importante papel na patogénese de muitas
doencas inflamatérias, particularmente na asma?. O superéxido (02), um importante
radical livre, é sintetizado continuamente por diversos processos celulares. Quando
produzido em pequenas quantidades, ao entrar no interior das células é neutralizado
pela enzima antioxidante superdxido dismutase, uma metaloenzima, que converte o
radical superdéxido em perédxido de hidrogénio (H-O2), um fraco agente oxidante. A
espécie reativa de oxigénio, o H202, é, entdo, decomposta em agua e oxigénio pela
catalase®®. Uma falha nesse processo de defesa antioxidante poderd ocasionar
peroxidacéo lipidica, proteica e lesdo oxidativa no DNAZ,

A peroxidacdo lipidica pode ocorrer por via enzimética (cicloxigenases e
peroxidases) e por via ndo-enzimatica (auto-oxidagdo)?’. Neste estudo foi avaliada
pelas substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no plasma. Os lipidios de
membrana contendo 4cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) sdo instaveis e sdo os
principais alvos de oxidacdo dos RLs!. Estes produzem uma série de produtos de
oxidag&o que incluem compostos carbonilicos reativos, como o malondialdeido (MDA),
gue ocorre por via enzimatica?®. Atualmente, o MDA é considerado o melhor
biomarcador de dano oxidativo no plasma e tem-se demonstrado que os niveis de
MDA séo elevados em estados inflamatérios?®.

A oxidagcdo proteica foi avaliada pela presenca de grupos carbonila em
proteinas. Todos os aminoacidos s@o susceptiveis a oxidagéo, principalmente os
aromaticos, que sdo os alvos preferidos de ataque dos RLs?>?8, Com o dano oxidativo
ocorrem fragmentacdo das cadeias e oxidacdo direta de lisina, arginina, prolina e
treonina com producdo frequente de compostos carbonilados®. O contelido
carbonilico de proteinas é amplamente utilizado como marcador de dano oxidativo em
proteinas, sob condi¢es de estresse oxidativo?,

Os grupamentos tiol estdo presentes em proteinas, como a glutationa, cisteina
e homocisteina?. O total de tiéis no corpo, especialmente grupos de tiol sulfidrila (-SH)
presentes na proteina sdo consideradas como 0s maiores e mais frequentes
antioxidantes do plasma. Na sua forma reduzida, encontram-se ativos, atuando como
um eficaz agente de reducédo, eliminando RLs e mantendo outras proteinas no seu
estado reduzido, impedindo sua oxidacéo, preservando a estrutura das proteinas®.
Todas as mudancas no estado redox de tidis no plasma e no citoplasma podem afetar
significativamente a estrutura e fungdo das proteinas entre elas as proteinas da
membrana?®.

Todas estas modificacbes oxidativas causam mudancas nas propriedades

fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, com
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expansao do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das
organelas, com consequente alteracdo da funcéo normal ou morte celular®’25,

Assim, como foi encontrada no presente estudo, reducdo na PL, na OP e
aumento no grupamento de tidis nos pacientes que receberam suplementacdo com
Oleo de linhaca marrom, pode-se inferir que o 6leo de linhaga marrom foi eficaz em
reduzir os danos as células decorrente do estresse oxidativo da asma, mantendo sua
estrutura e fungéo.

Tais resultados podem ser relacionados aos efeitos antioxidantes do 6mega 3
presente no Oleo de linhaca. As células do sistema imunol6gico sdo susceptiveis a
mudancas no perfil de &cidos graxos de suas membranas de acordo com a ingestao
lipidica dietética'*. O perfil lipidico das membranas das células imunes pode modular
qual a via de eicosandides sera produzida influenciando assim, a resposta inflamatéria
das células™.

O &cido graxo que se incorpora aos fosfolipideos das membranas celulares em
maior quantidade é o AA que é o precursor mais importante dos eicosanoides, tais
como prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e leucotrienos (LT)*?2, O AA atua como
substrato para cicloxigenase (COX) 1 e 2 e 5-lipoxigenase (5-LOX). A COX-2 e 5-LOX
sdo induzidas por estimulos inflamatérios como endotoxinas bacterianas, resultando
em aumento exagerado da producédo de PG e de TX da série 2, via COX-2, e de LT
da série 4, via 5-LOX, as quais sdo inflamatorias?.

Além de bactérias outros compostos podem ativar estas vias como o alérgeno,
tais como acaro, poluicdo, fumaca e perfumes, em pacientes asmaticos. A asma ¢é
caracterizada pela producdo exagerada de eicosandides derivados do AA,
principalmente leucotrienos da série 4 que possuem atividade broncoconstrictora.
LT4 ja foram detectados no sangue, no lavado broncoalveolar e na urina de
asmaticos!, por isso que pacientes asmaticos encontram-se frequentemente em
estresse oxidativo.

O consumo dietético excessivo de n-6 em relagdo ao n-3 também estimula as
enzimas COX-2 e 5-LOX, via AA, produzindo eicasonoéides inflamatérios!!. A producgéo
de AA a partir do n-6 é suprimida pelo ALA, EPA e DHA, pois as enzimas apresentam
maior afinidade pelos acidos graxos da familia n-3, porém quando a proporcao de n-
6:n-3 estdo adequadas®!*. Em contrapartida, o EPA compete com o AA, estimulando a
COX-1 que sinaliza a producéo de mediadores com menor capacidade inflamatoria, as
PG3 e TX3 e a enzima 5-LOX, porém produzindo LT5, um leucotrieno anti-
inflamatério’. O EPA esta relacionado, ainda, em diminuir a expressdo do gene da
COX-2.
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Ja foi verificado que a suplementacdo com Oleo de peixe reduz as
concentracdes de AA nos neutréfilos, sua quimiotaxia, com consequente reducéo de
RLs, como o superéxido4, de leucotrienos pré-inflamatérios (LT4) e melhora na funcédo
pulmonar'®, Desta forma, o n-3, possui efeitos anti-inflamatérios, uma vez que reduz o
teor de AA das membranas biolégicas das células imunes e consequentemente a
sintese de derivados desse &cido graxo, elevando a quantidade de EPA, reduzindo o
potencial inflamatério dessas células, o que justifica nossos achados.

Neste estudo, a catalase foi mensurada pela medida do decaimento na
concentracdo de H202 e da geracdo do oxigénio. Apesar do H202 néo ter alto
potencial oxidante, 0 mesmo pode reagir com metais de transicdo, principalmente o
ferro, ligado ou ndo a grupamentos heme localizados dentro das células, dando origem
ao radical hidroxila (OH), um poderoso oxidante, mil vezes mais potente’?°. No
presente estudo, ndo foram encontradas diferencas nesta mensuragdo em ambos 0s
grupos apos a intervencdo. Possivelmente a producéo de RLs foram reduzidos pelos
efeitos antioxidantes do n-3, uma vez que reduz a producdo de superdxido,
diminuindo, assim, a producdo de H202 pela superdéxido dismutase, ndo sendo
necessario o aumento da producdo da catalase, o que pode explicaria os achados da
catalase no grupo linhaca.

Os efeitos antioxidantes do n-3 também foram verificados na sintomatologia
apresentada pelos pacientes deste estudo. Cerca de dois tercos do grupo que recebeu
linhaca relataram melhoras das crises de asma. Por diminuir a resposta das células
imunes frente a exposicdo a alérgenos, a funcdo dos pulmdes foi melhorada,
reduzindo a severidade da asma. Resultados semelhantes foram encontrados por
Nagakura et al, (2000)!%, que verificaram reducdo da sintomatologia apdés a
suplementacdo com 300mg (84mg de EPA e 36mg de DHA) de 6leo de peixe em
criancas asmaticas durante 10 meses em comparagao ao grupo placebo que recebeu
capsulas contendo 6leo de oliva.

Pacientes asmaticos que ndo consomem uma dieta balanceada em nutrientes
antioxidantes, tais como, vitaminas A, C, E e minerais como cobre, zinco e selénio, e
ainda com consumo excessivo de n-6 em relacdo ao n-3, estdo mais propensos ao
estresse oxidativo e seus danos subsequentes!®!!, Desta forma, acarreta piora das
crises de asfixia, causando sofrimento pessoal e familiar, piora da qualidade de vida,
custos com assisténcia a saude, auséncia dos pais ao trabalho e das criancas e
adolescentes na escola e ainda leva ao sedentarismo dos pacientes por restricdo da

realizacdo das atividades fisicas?.
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Estes resultados mostram que a suplementacdo com 6éleo de linhaca marrom
atuou como terapia coadjuvante na asma, por ter reduzido a atividade oxidante,
medida pela diminuicdo da peroxidacéo lipidica e da oxidagdo de proteinas e por ter
melhorado a defesa antioxidante, aferida pelo aumento do total de tiol de criancas e
adolescentes com asma moderada, indicando atenuacdo do dano oxidativo. Assim, o
consumo de n-3 na alimentacéo, ou na forma de suplementacdo deve ser incentivado,
principalmente em pacientes asmaticos.

Este estudo tem importancia do ponto de vista clinico, pois pdde contribuir na
reducdo das crises de asma bronquica e da necessidade de medicamentos, o que
pode reduzir potencialmente a carga de saude publica desta doenca e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares e ainda podera subsidiar dados
para formulagfes de novas intervengoes.

Por se tratar de um estudo de intervengéo, alguns vieses podem ter ocorrido,
principalmente pelo fato da suplementagcdo n&o ter supervisdo dos pesquisadores e
depender da memodéria e responsabilidade dos pacientes e de seus responsaveis. Esta
pesquisa enfatiza a importancia de mais estudos envolvendo a suplementa¢cdo com o
Oleo de linhaga em pacientes asmaticos, principalmente para elucidar a conversédo do
ALA, presente o 6leo de linhaga, em EPA e DHA no organismo, e, ainda, para verificar
os efeitos do Oleo de linhaca na reducdo de radicais livres e em diferentes graus de

severidade da asma.
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Tabela 1- Caracteristicas demograficas e antropométricas das criangcas e
adolescentes asmaticas atendidas no ambulatério de alergia do hospital das clinicas
de Pernambuco. Recife, 2013/2014

Grupos de estudo

Grupo linhaca Grupo placebo p#

(n=31) (n=32)
Idade (anos) 11,7+2,63 12,2+3,65 0,527
Peso inicial (kg) 46,04+12,05 43,5+14,17 0,455
Peso final (kg) 46,3112 44,05+14,3 0,510
Altura (m) 1,49+0,12 1,48+0,16 0,616
IMC inicial (kg/m?) 20,27+3,92 19,3+3,47 0,308
IMC final (kg/m?) 20,38+3,9 19,55+3,5 0,375

Os resultados estédo representados em média e desvio padréo (DP)
IMC = indice de massa corporal
#teste t de Student
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Figura 1 — Comparacao da peroxidacao lipidica (A), do carbonil (B), do tiol total (C) e
da catalase (D) antes e ap0s a suplementagdo com Oleo de linhaca marrom ou
placebo, de criancas e adolescentes asméticas atendidas no ambulatério de alergia do
hospital das clinicas de Pernambuco. Recife, 2013/2014
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7.0 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados indicam que as criancas e adolescentes portadores de asma
moderada foram beneficiados com a suplementacdo de 1 grama de 6leo de linhaca
marrom por dia, ja que apresentaram atenuacdo na producdo dos mediadores
inflamatorios e dos danos decorrentes do estresse oxidativo, 0s quais parecem ser 0S
desencadeadores da fisiopatologia da doenca, além de melhorar a defesa antioxidante.

Ademais, houve melhora das crises e dos sintomas relacionados a asma, como
diminuicdo da dispneia, tosse e coceira, com consequente reducdo nas intervencdes
farmacoldgicas e melhora da qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares. O
que proporciona, entre outras coisas, atividades didrias mais produtivas, reducdo das
faltas escolares e ao trabalho dos pais dos pacientes, dos gastos publicos e privados com
salde e da morbimortalidade da doenca.

Assim, a suplementagdo com 6leo de linhaca pode vir a ser uma importante
terapéutica no manejo da asma e o consumo de alimentos fonte de dmega 3 ou a sua
suplementacdo deve ser estimulado, particularmente em pacientes asmaticos. Esses
dados fornecem, ainda, informacGes relevantes e servem de base para melhorar a
abordagem médica e nutricional de criancas e adolescentes asmaticas e podem servir
para futuras intervengdes em diferentes gravidades da asma. Mais estudos sdo
necessarios para elucidar a conversdo do ALA, presente o 6leo de linhaca, em EPA e
DHA no organismo, para verificar os efeitos do 6leo de linhaca na reducdo de radicais

livres, em diferentes graus de gravidade da asma, bem como em diferentes dosagens.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisa: Efeitos antioxidantes da suplementacdo com 6leo de linhaca marrom sobre

parametros inflamatorios de criancgas e adolescentes asmaticos.

Responséavel: Célia Maria Machado Barbosa de Castro
Laboratorio de Microbiologia do Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA)/UFPE — Rua Prof. Moraes Rego, S/N — Fones: (81) 2126-8484; e-mail:

cmmbdec@hotmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Senhores pais ou responsaveis,

A asma é uma doenca inflamatéria cronica que causa dispneia, tosse e chiado. E
ocasionada por uma elevada liberacdo de mediadores inflamatorios que podem ser
reduzidos por nutrientes antiinflamatérios como o &cido graxo 6mega 3 que esta
presente em grandes quantidades no Oleo de linhaga. Apesar do tratamento
farmacoldgico ser, geralmente, eficaz no tratamento da asma, os medicamentos
utilizados muitas vezes apresentam efeitos colaterais significativos como aumento do
peso, retardo do crescimento, candidiase oral e rouquiddo. Assim, esta pesquisa tem por
objetivo suplementar 6leo de linhaca marrom em cépsulas, durante um periodo de 6
semanas em criancas e adolescentes com asma moderada. Essas informagdes estdo
sendo fornecidas para que vocé permita a participacdo voluntaria de seu filho neste
estudo.

Para a realizacdo deste estudo, € necessaria a realizacdo de uma entrevista inicial
para identificacdo do paciente, serd necessaria apenas a informacdo do nome da crianga
ou adolescente, a sua data de nascimento, 0 nome da mae, o telefone e o seu endereco.
Em seguida, realizaremos a pesagem e verificaremos sua altura para saber como esta
seu estado nutricional.

Sera necessaria tambeém a realizacdo de alguns exames através da coleta de

sangue. Para a coleta de sangue, sera retirada por profissionais treinados e qualificados
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uma quantidade de 5 ml para a realizacdo dos exames bioquimicos e imunologicos. Na
proxima consulta vocé terd acesso aos resultados dos exames e caso seja encontrada
alguma alteracdo, vocé recebera orientagdes médicas e nutricionais. Os exames ndo
causam prejuizo a saude da crianca. Todos esses exames serdo realizados no Servico de
Pediatria Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco para diminuir
0s riscos. Todo o custo dos exames sera de responsabilidade da pesquisadora.
RISCOS E BENEFICIOS: Na coleta de sangue pode haver desconforto ou um pouco de
dor na hora da coleta ou a presenca de hematomas. Para que o paciente ndo tenha
incdmodo, a retirada do material serd realizada com muito cuidado, por profissional
preparado, para evitar sofrimento desnecessério.

Como beneficios deste estudo, os pacientes portadores de asma moderada podem
ter suas crises de asma bronquica reduzidas, o que pode resultar em reducdo da
quantidade ou da dose do medicamento utilizado por estes pacientes, melhorando a

qualidade de vida dessas criancas e adolescentes.

Declaro que tenho conhecimento dos direitos e das condi¢cBes que me foram

garantidas, assim como dos riscos e beneficios relacionados abaixo:

1. Autorizei a participacdo da crianca ou do adolescente na pesquisa sem que recebesse

nenhuma pressao dos que participaram do projeto.

2. A crianca ou adolescente continuard sendo atendida e dispondo de toda a atencdo

devida neste Hospital, independente da minha participagdo na pesquisa.

3. Sera necessaria a retirada de uma aliquota de material sanguineo, através da qual
serdo realizadas dosagens no laboratério da UFPE.

4. Tenho conhecimento de que os dados obtidos nesta pesquisa serdo mantidos

confidencialmente e que terei acesso as pesquisadoras para qualquer esclarecimento.

5. Poderei retirar a crianga a qualquer momento da pesquisa caso ndo me sinta satisfeito
(@), sem que isso venha a prejudicar o atendimento da crianca ou adolescente no

ambulatorio.

6. Sei que as despesas para 0 estudo sdo de responsabilidade apenas dos pesquisadores.
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Li e entendi as informacgdes descrevendo este estudo e todas as minhas duvidas em

relacdo ao estudo e a participacdo minha e do meu filho

foram respondidas.

Concordo com todas as condicGes e dou livremente 0 consentimento para a participacao

minha e do meu filho no estudo.

Recife, de de 2013.

Nome do representante legal:

Assinatura do representante legal: Data: /| [/

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha: Data: [

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha: Data: [/
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APENDICE B - Orientagdes para a administracdo da capsula contendo 6leo de linhaca

marrom ou glucose de milho

1. Ingerir 1 capsula por dia ANTES do almogo com qualquer liquido que

prefira, de preferéncia com agua.

2. O consumo das cépsulas deve ser feito durante 6 semanas, ou seja, do dia:

até o dia:

3. Voltar para a consulta no Ambulatorio de Alergologia (Asma) do Hospital

das Clinicas (HC), a tarde, no dia: . N&o precisa

marcar.

4. Caso vocé esqueca de tomar a capsula antes do almoco, pode tomar durante
ou logo apds o almogo ou antes do jantar. Nao fique sem tomar a céapsula.
Tome todos os dias!!!! Porém, caso vocé esqueca-se de tomar 1 dia, no outro
faca a ingestdo de 2 cdpsulas no dia seguinte, 1 antes do almoco e outra

antes do jantar.

5. Se algum dia vocé esquecer-se de tomar a capsula anote o dia abaixo:



APENDICE C - Formuléario para coleta de dados da pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
AMBULATORIO DE ALERGOLOGIA E IMUNOLOGIA

Pesquisa: Efeitos antioxidantes da suplementacdo com 6leo de linhaca marrom sobre

pardmetros inflamatorios de criangas e adolescentes asmaticos.

Pesquisadora: Erika Michelle Correia de Macédo

1. Crianca n°

2. Nome da crianca:
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3. Registro n°
4. Sexo: [1] masculino [2] feminino

5. Data de nascimento: /[

6. Datada1®consulta: /[

Nome da mae

idade:

Data da 22 consulta: [

(Fone:

Endereco:

Ponto de Referéncia:

Linha de dnibus:

AVALIACAO NUTRICIONAL

Antes da suplementacao

Apos da suplementacao:

Peso: Peso:
Estatura: Estatura:
Escore Z P/I: Escore Z P/I:
Escore Z A/l: Escore Z A/l

Escore Z IMC/I:

Escore Z IMC/I:

Presenca de edema: sim (' ) ndo ( )

Presenca de edema: sim ( ) ndo ( )

Sintomatologia antes da suplementacéo

Quais os sintomas que vocé apresenta relacionada a crise asmatica?

Tosse:

Dispnéia:

sim( ) ndo( )
sim( ) ndao( )
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Placas na pele: sim( ) ndo( )
Coceiras na pele: sim( ) nao( )
Inchagos nos olhos: sim( ) nao( )
Inchagos na boca: sim( ) ndao( )
Inchagos no corpo: sim( ) ndao( )
Outros:

Questdes a cerca da administracao das capsulas

Quantos dias vocé ou sua crianga tomou as capsulas?

Quantas vezes por dia vocé ou sua crianga ingeriu as capsulas?

Em que horério as capsulas foram ingeridas?

Teve algum dia que a capsula foi esquecida de ser ingerida?

Quantas vezes?

Sintomatologia ap6s a suplementacao

Houve alguma melhora dos sintomas apresentados na crise de asma apds a
suplementacdo? sim ( ) ndo ( ) Quais?

Houve algum efeito colateral da suplementacdo? sim () nédo ( ) Quais?

Exames

Antes da suplementacao Apo0s da suplementacao
Exames com Gleo de linhaca com bleo de linhaca

marrom ou placebo marrom ou placebo

IgE total

Eosinéfilos

TBARS

Carbonil

Proteinas sulfidrilas

Catalase
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ANEXO A — Aprovacao do comité de ética em pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W““‘
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: SUPLEMENTAGAO DIETETICA COM OLEO DE LINHAGA E CARACTERIZAGAO
DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM
DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICO E ASMA

Pesquisador: REBECCA PEIXOTO PAES SILVA

Area Temtica:

Versédo: 3

CAAE: 12055713.9.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 220.336
Data da Relatoria: 22/03/2013

Apresentacédo do Projeto:
Indicado na relatoria inicial.

Objetivo da Pesquisa:
Indicado na relatoria inicial.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:
Indicado na relatoria inicial.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Indicado na relatoria inicial.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Indicado na relatoria inicial.

Recomendacdes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado.

Situacgéo do Parecer:
Aprovado

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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ANEXO B — Documentacéo de encaminhamento do artigo 1 ao periddico

jornal de
J d . . Cantac}: u‘s E E 'My EES Hub' available for consolidated users ... more
el
Pediatria i
% r Username: erikamichellec@yahoo.com.br
hame | main menu | submit paper | guide for authors | register | change details | log out Switch To: [ 2utnor ¥ | Go to: My EES Hub Version: EES 2014

Submissions Being Processed for Author Erika Michelle Correia de Macéda

Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display [10 ¥ | results per page.

Manuscript Initial Date Status
Number Title Submlﬂed Dale
2 Action A AV AY

View Submission PED-D-14-00477 Suplementacdo com dleo de linhaca reduz mediadores inflamatdrios de criancas e adolescentes asmaticos: Ensaio clinico randomizado, Nov 18, 2014 Nov 19, With Editor
Send E-mail duplo cego, placebo controlado. 2014

Page: 1 of 1 (1 total submissions) Display [10 v | results per page.

Dear Prof. Erika Michelle Correia de Macédo,

We have received your article "Suplementacdo com 06leo de linhaca marrom reduz
mediadores inflamatdrios de criancas e adolescentes asmaticos” for consideration for
publication in Jornal de Pediatria.

Your manuscript will be given a reference number once an editor has been assigned.
To track the status of your paper, please do the following:

1. Go to this URL: http://ees.elsevier.com/jped/

2. Login as an Author

3. Click [Submissions Being Processed]

4. Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,
Elsevier Editorial System Jornal de Pediatria.

Please note that the editorial process varies considerably from journal to journal. For
more information about the submission-to-publication lifecycle, click
here: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/p/7923/a_id/160

For  further  assistance, please visit our customer support site
at http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here  you can search for
solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn
more about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact
details should you need any further assistance from one of our customer support
representatives.



http://ees.elsevier.com/jped/
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/p/7923/a_id/160
http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923.
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ANEXO C - Documentacao de encaminhamento do artigo 2 ao periddico

Revista de Nutricao

:"f“l‘.l,() USUARIO

PAGINA INICIAL SOBRE PAGINA DO USUARIO

Pagina inicial = Usudrio = Autor > Submissées Ativas
Submissdes Ativas

ATIVO | | ARQUIVOD

MM-DD
ENVIADD D AUTORES TiTuLo SITUACAD

IDIOMA

RN- 11-18 NC MACEDO, Lima, Galvdo, Castro SUPLEMENTAGAO COM OLEO DE LINHAGA REDUZ O DANO... Aguardando designacdo Portugués (Brasil) ¥
1631

laldelitens

Iniciar nova submisséo
CLIQUE AQUI para iniciar os cinco passos do processo de submissdo.

Niicleo de Editoracdo - SBI
Av. John Boyd Dunlop, s/n., Prédio de Odontologia, Jd. Ipaussurama, 13060-904, Campinas, SP, Brasil.

Fones: (55 19) 3343-6859 Fone/Fax: (55 19) 3343-6875

E-mail: sbi.submissionrn@puc-campinas.edu.br

Prezado(a) Professoro(a) Dr(a) Erika Michelle Correia de MACEDO,

Agradecemos a submissdo do seu manuscrito "Suplementacdo com 6leo de linhaca
marrom reduz o dano oxidativo em criancas e adolescentes com asma moderada.”
para Revista de Nutricdo. Para toda correspondéncia futura relativa a este trabalho,

por favor, refira-se ao nmero gerado pelo sistema SciELO.

Tao logo quanto possivel, V.Sa sera notificado(a) a respeito do processo para
consideracdo de eventuais sugestfes dos revisores ou sobre a aprovacao ou rejeicao
do trabalho.

Maria Cristina Matoso
Revista de Nutricao

http://submission.scielo.br/index.php/nutr



http://submission.scielo.br/index.php/nutr
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ANEXO D - Normas para publicacdo do Jornal de Pediatria

O Jornal de Pediatria ¢ a publicacdo cientifica da Sociedade Brasileira de
Pediatria (SBP), com circulagdo regular desde 1934. Todo o conteddo do Jornal de
Pediatria esta disponivel em portugués e inglés no site http://www.jped.com.br, que é de
livre acesso. O Jornal de Pediatria é indexado pelo Index MedicussMEDLINE

(http://www.pubmed.gov), SciELO (http://www.scielo.org), LILACS
(http://www.bireme.br/abd/P/lilacs.htm), EMBASE/Excerpta Medica
(http://www.embase.com), Sociedad Iberoamericana de Informacion Cientifica (SIIC)
Data Bases (http://www.siicsalud.com), Medical Research Index

(http://www.purplehealth.com/medical-research-index.htm) e University Microfilms
International.

O Jornal de Pediatria publica resultados de investigacdo clinica em pediatria e,
excepcionalmente, de investigacdo cientifica basica. Aceita-se a submissdo de artigos
em portugués e inglés. Na versdo impressa da revista, os artigos sdo publicados em
inglés. No site, todos os artigos séo publicados em portugués e inglés, tanto em HTML
quanto em PDF. A grafia adotada é a do inglés americano. Por isso, recomenda-se que
o0s autores utilizem a lingua com a qual se sintam mais confortaveis e confiantes de que
se comunicam com mais clareza. Se um determinado artigo foi escrito originalmente em
portugués, ndo deve ser submetido em inglés, a ndo ser que se trate de uma traducao
com qualidade profissional.

Observacdo importante: A lingua oficial de publicacdo do Jornal de Pediatria é o
inglés e todo o site de submissdo é apresentado exclusivamente em inglés.

Processo de revisdo (Peer review)

Todo o contetdo publicado pelo Jornal de Pediatria passa por processo de
revisdo por especialistas (peer review). Cada artigo submetido para apreciacdo é
encaminhado aos editores, que fazem uma revisdo inicial quanto aos padrbes minimos
de exigéncia do Jornal de Pediatria e ao atendimento de todas as normas requeridas para
envio dos originais. A seguir, remetem o0 artigo a dois revisores especialistas na area
pertinente, selecionados de um cadastro de revisores. Os revisores sdo sempre de
instituices diferentes da instituicdo de origem do artigo e sdo cegos quanto a identidade
dos autores e ao local de origem do trabalho. Apos receber ambos os pareceres, 0
Conselho Editorial os avalia e decide pela aceitacdo do artigo sem modificacdes, pela
recusa ou pela devolucdo aos autores com as sugestdes de modificacbes. Conforme a
necessidade, um determinado artigo pode retornar vérias vezes aos autores para
esclarecimentos e, a qualquer momento, pode ter sua recusa determinada. Cada versdo é
sempre analisada pelo Conselho Editorial, que detém o poder da decisdo final.

Tipos de artigos publicados
O Jornal de Pediatria aceita a submissdo espontanea de artigos originais, artigos
especiais e cartas ao editor.

Artigos originais incluem estudos controlados e randomizados, estudos de testes
diagndsticos e de triagem e outros estudos descritivos e de intervencdo, bem como
pesquisa basica com animais de laboratério. O texto deve ter no maximo 3.000 palavras,
excluindo tabelas e referéncias; o nimero de referéncias ndo deve exceder 30. O nimero
total de tabelas e figuras ndo pode ser maior do que quatro. Artigos que relatam ensaios
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clinicos com intervengdo terapéutica (clinical trials) devem ser registrados em um dos
Registros de Ensaios Clinicos listados pela Organizacdo Mundial da Saude e pelo
International Committee of Medical Journal Editors. Na auséncia de um registro latino-
americano, o Jornal de Pediatria sugere que

os autores utilizem o registro wwwe.clinicaltrials.gov, dos National Institutes of Health
(NIH). O nimero de identificacdo deve ser apresentado ao final do resumo.

Artigos especiais sdo textos ndo classificaveis nas demais categorias, que o Conselho
Editorial julgue de especial relevancia. Sua revisdo admite critérios proprios, nédo
havendo limite de tamanho ou exigéncias prévias quanto a bibliografia.

Cartas ao editor devem comentar, discutir ou criticar artigos publicados no Jornal de
Pediatria. O tamanho méximo é de 1.000 palavras, incluindo no maximo seis referéncias
bibliograficas. Sempre que possivel, uma resposta dos autores sera publicada junto com
a carta. So publicados, mediante convite, editoriais, comentarios e artigos de reviséo.
Autores ndo convidados podem também submeter ao Conselho Editorial uma proposta
para publicacdo de artigos dessas classificagoes.

Editoriais e comentarios, que geralmente se referem a artigos selecionados, sdo
encomendados a autoridades em areas especificas. O Conselho Editorial também analisa
propostas de comentarios submetidas espontaneamente.

Artigos de revisdo sdo avaliagdes criticas e ordenadas da literatura em relacdo a temas
de importancia clinica, com énfase em fatores como causas e prevencdo de doencas, seu
diagndstico, tratamento e prognéstico — em geral sdo escritos, mediante convite, por
profissionais de reconhecida experiéncia. Meta-analises sdo incluidas nesta categoria.
Autores ndo convidados podem também submeter ao Conselho Editorial uma proposta
de artigo de revisdo, com um roteiro. Se aprovado, o autor pode desenvolver o roteiro e
submeté-lo para publicagdo. Artigos de revisdo devem limitar-se a 6.000 palavras,
excluindo referéncias e tabelas. As referéncias bibliograficas devem ser atuais e em
namero minimo de 30.

Orientacdes gerais

O arquivo original — incluindo tabelas, ilustracdes e referéncias bibliogréaficas — deve
estar em conformidade com os “Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a
Revistas Biomédicas”, publicado pelo Comité Internacional de Editores de Revistas
Meédicas (http://www.icmje.org). Cada secdo deve ser iniciada em nova pagina, na
seguinte ordem: pagina de rosto, resumo em portugués, resumo em inglés, texto,
agradecimentos, referéncias bibliogréficas, tabelas (cada tabela completa, com titulo e
notas de rodapé, em pagina separada), figuras (cada figura completa, com titulo e notas
de rodapé, em pdagina separada) e legendas das figuras. A seguir, as principais
orientagdes sobre cada secéo:

Pagina de rosto

A pagina de rosto deve conter todas as seguintes informagoes:
a) titulo do artigo, conciso e informativo, evitando termos supérfluos e abreviaturas;
evitar também a indicacéo do local e da cidade onde o estudo foi realizado;
b) titulo abreviado (para constar no topo das paginas), com maximo de 50 caracteres,
contando os espacos;


http://www.icmje.org/
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c) nome de cada um dos autores (primeiro nome e o ultimo sobrenome; todos os demais
nomes aparecem como iniciais);

d) apenas a titulagdo mais importante de cada autor;

e) endereco eletrénico de cada autor;

f) informar se cada um dos autores possui curriculo cadastrado na plataforma Lattes do
CNPq;

g) a contribuicdo especifica de cada autor para o estudo;

h) declaragdo de conflito de interesse (escrever “nada a declarar” ou a revelagao clara de
quaisquer interesses econdmicos ou de outra natureza que poderiam causar
constrangimento se conhecidos depois da publicacédo do artigo);

i) definicdo de instituicdo ou servico oficial ao qual o trabalho esté vinculado para fins
de registro no banco de dados do Index Medicus/MEDLINE;

j) nome, endereco, telefone, fax e endereco eletrdnico do autor responséavel pela
correspondéncia;

K) nome, endereco, telefone, fax e endereco eletrénico do autor responsavel pelos
contatos pré-publicacéo;

I) fonte financiadora ou fornecedora de equipamento e materiais, quando for o caso;

m) contagem total das palavras do texto, excluindo resumo, agradecimentos, referéncias
bibliogréficas, tabelas e legendas das figuras;

n) contagem total das palavras do resumo;

0) numero de tabelas e figuras.

Resumo

O resumo deve ter no maximo 250 palavras ou 1.400 caracteres, evitando o uso
de abreviaturas. N&o se devem colocar no resumo palavras que identifiquem a
instituicdo ou cidade onde foi feito o artigo, para facilitar a revisdo cega. Todas as
informagdes que aparecem no resumo devem aparecer também no artigo. O resumo
deve ser estruturado conforme descrito a seguir:

Resumo de artigo original

Obijetivo: informar por que o estudo foi iniciado e quais foram as hip6teses iniciais, se
houve alguma. Definir precisamente qual foi o objetivo principal e informar somente os
objetivos secundarios mais relevantes.

Meétodos: informar sobre o delineamento do estudo (definir, se pertinente, se o estudo é
randomizado, cego, prospectivo, etc.), o contexto ou local (definir, se pertinente, o nivel
de

atendimento, se primario, secundario ou terciario, clinica privada, institucional, etc.), os
pacientes ou participantes (definir critérios de selecdo, nimero de casos no inicio e fim
do estudo, etc.), as intervencdes (descrever as caracteristicas essenciais, incluindo
métodos e duracdo) e os critérios de mensuracdo do desfecho.

Resultados: informar os principais dados, intervalos de confianga e significancia
estatistica dos achados.

Conclusbes: apresentar apenas aquelas apoiadas pelos dados do estudo e que
contemplem os objetivos, bem como sua aplicacdo préatica, dando énfase igual a achados
positivos e negativos que tenham méritos cientificos similares.

Resumo de artigo de reviséao
Objetivo: informar por que a revisdo da literatura foi feita, indicando se enfatiza algum
fator em especial, como causa, prevencéo, diagnostico, tratamento ou prognaostico.
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Fontes dos dados: descrever as fontes da pesquisa, definindo as bases de dados e o0s
anos pesquisados. Informar sucintamente os critérios de selecdo de artigos e os métodos
de extracdo e avaliagdo da qualidade das informacdes.

Sintese dos dados: informar os principais resultados da pesquisa, sejam quantitativos
ou qualitativos.

Conclusbes: apresentar as conclusbes e suas aplicacbes clinicas, limitando
generalizacGes ao escopo do assunto em revis&o.

Ap0s o0 resumo, inclua de trés a seis palavras-chave que serdo usadas para indexacao.
Utilize termos do Medical Subject Headings (MeSH), disponiveis em
http://www.nlm.nih.gov/mesh/

meshhome.html. Quando ndo estiverem disponiveis descritores adequados, é possivel
utilizar termos novos.

Abreviaturas

Devem ser evitadas, pois prejudicam a leitura confortavel do texto. Quando usadas,
devem ser definidas ao serem mencionadas pela primeira vez. Jamais devem aparecer
no titulo e nos resumos.

Texto

O texto dos artigos originais deve conter as seguintes sec¢fes, cada uma com seu
respectivo subtitulo:

a) Introducdo: sucinta, citando apenas referéncias estritamente pertinentes para mostrar
a importancia do tema e justificar o trabalho. Ao final da introducdo, os objetivos do
estudo devem ser claramente descritos.

b) Métodos: descrever a populacdo estudada, a amostra e os critérios de selecao; definir
claramente as variaveis e detalhar a analise estatistica; incluir referéncias padronizadas
sobre 0os métodos estatisticos e informacdo de eventuais programas de computacao.
Procedimentos, produtos e equipamentos utilizados devem ser descritos com detalhes
suficientes para permitir a reproducéo do estudo. E obrigatéria a inclusdo de declaragéo
de que todos os procedimentos tenham sido aprovados pelo comité de ética em pesquisa
da instituicdo a que se vinculam os autores ou, na falta deste, por outro comité de ética
em pesquisa indicado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da
Saude.

¢) Resultados: devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequéncia
I6gica. As informacdes contidas em tabelas ou figuras ndo devem ser repetidas no texto.
Usar gréficos em vez de tabelas com um ndmero muito grande de dados.

d) Discussdo: deve interpretar os resultados e compara-los com os dados ja descritos na
literatura, enfatizando os aspectos novos e importantes do estudo. Discutir as
implicacdes dos achados e suas limitagcbes, bem como a necessidade de pesquisas
adicionais. As conclusdes devem ser apresentadas no final da discussdo, levando em
consideracdo os objetivos do trabalho. Relacionar as conclusdes aos objetivos iniciais
do estudo, evitando assertivas ndo

apoiadas pelos achados e dando énfase igual a achados positivos e negativos que
tenham meritos cientificos similares. Incluir recomendacdes, quando pertinentes.

O texto de artigos de revisdo ndo obedece a um esquema rigido de secdes.
Sugere-se uma introdugdo breve, em que os autores explicam qual a importancia da
revisdo para a pratica pediatrica, a luz da literatura médica. N&o é necessario descrever
0s méto dos de selecdo e extracdo dos dados, passando logo para a sua sintese, que,



135

entretanto, deve apresentar todas as informacg0es pertinentes em detalhe. A secéo de
conclusbes deve correlacionar as ideias principais da revisdo com as possiveis
aplicagdes clinicas, limitando generaliza¢des aos dominios da reviséo.

Agradecimentos

Devem ser breves e objetivos, somente a pessoas ou instituicdes que
contribuiram significativamente para o estudo, mas que ndo tenham preenchido os
critérios de autoria. Integrantes da lista de agradecimento devem dar sua autorizagao por
escrito para a divulgacdo de seus nomes, uma vez que os leitores podem supor seu
endosso as conclusdes do estudo.

Referéncias bibliogréficas

As referéncias devem ser formatadas no estilo Vancouver, também conhecido
como o estilo Uniform Requirements, que € baseado em um dos estilos do American
National Standards Institute, adaptado pela U.S. National Library of Medicine (NLM)
para suas bases de dados. Os autores devem consultar Citing Medicine, The NLM Style
Guide for Authors, Editors, and Publishers
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed) para informacdes sobre
os formatos recomendados para uma variedade de tipos de referéncias. Podem também
consultar 0 site “sample references”
(http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html), que contém uma lista de
exemplos extraidos ou baseados em Citing Medicine, para uso geral facilitado; essas
amostras de referéncias sdo mantidas pela NLM.

As referéncias bibliogréficas devem ser numeradas e ordenadas segundo a
ordem de aparecimento no texto, no qual devem ser identificadas pelos algarismos
arbicos respectivos sobrescritos. Para listar as referéncias, ndo utilize o recurso de
notas de fim ou notas de rodapé do Word. Artigos aceitos para publicacdo, mas ainda
nédo publicados, podem ser citados desde que indicando a revista e que estdo “no prelo”.
Observacdes ndo publicadas e comunicacdes pessoais ndo podem ser citadas como
referéncias; se for imprescindivel a inclusdo de informagdes dessa natureza no artigo,
elas devem ser seguidas pela observagdo “observagdo ndo publicada” ou “comunicagdo
pessoal” entre parénteses no corpo do artigo.

Os titulos dos periodicos devem ser abreviados conforme recomenda o Index
Medicus; uma lista com suas respectivas abreviaturas pode ser obtida através da
publicagdo da NLM “List of Serials Indexed for Online Users”, disponivel no endereco
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html. Para informagdes mais detalhadas,
consulte os “Requisitos Uniformes para Originais Submetidos a Revistas Biomédicas”.
Este documento esta disponivel em http://www.icmje.org/.

Abaixo, apresentamos alguns exemplos do modelo adotado pelo Jornal de
Pediatria:

Artigos em periddicos:

1. Até seis autores:

Aradjo LA, Silva LR, Mendes FA. Digestive tract neural control and gastrointestinal
disorders in cerebral palsy. J Pediatr (Rio J). 2012;88:455-64.

2. Mais de seis autores:


http://www.icmje.org/
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Ribeiro MA, Silva MT, Ribeiro JD, Moreira MM, Almeida CC, Almeida-Junior AA, et
al. Volumetric capnography as a tool to detect early peripheric lung obstruction in cystic
fibrosis patients. J Pediatr (Rio J). 2012;88:509-17.

3. Organizagdo como autor:

Mercier CE, Dunn MS, Ferrelli KR, Howard DB, Soll RF; Vermont Oxford Network
ELBW Infant Follow-Up Study Group. Neurodevelopmental outcome of extremely low
birth weight infants from the Vermont Oxford network: 1998-2003. Neonatology.
2010;97:329-38.

4. Sem autor:
Informed consent, parental permission, and assent in pediatric practice. Committee on
Bioethics, American Academy of Pediatrics.Pediatrics. 1995;95:314-7.

5. Artigos com publicacéo eletrénica ainda sem publicacdo impressa:

Carvalho CG, Ribeiro MR, Bonilha MM, Fernandes Jr M, Procianoy RS, Silveira RC.
Use of off-label and unlicensed drugs in the neonatal intensive care unit and its
association with severity scores. J Pediatr (Rio J). 2012 Oct 30. [Epub ahead of print]
Livros:

Blumer JL, Reed MD. Principles of neonatal pharmacology. In: Yaffe SJ, Aranda JV,
eds. Neonatal and Pediatric Pharmacology. 3™ ed. Baltimore: Lippincott, Williams and
Wilkins; 2005. p. 146-58.

Trabalhos académicos:
Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans
[dissertation]. Mount Pleasant, MI: Central Michigan University; 2002.

CD-ROM:
Anderson SC, Poulsen KB. Anderson’s electronic atlas of hematology [CD-ROM].
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2002.

Homepage/website:

R Development Core Team [Internet]. R: A language and environment for statistical
computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing; 2003 [cited 2011 Oct 21].
Available from: http://www.R-project.org

Documentos do Ministério da Saude:
Brasil. Ministério da Salde. Secretaria de Atencdo a Saude. Departamento de Acbes
Programaticas e Estratégicas. Atencdo a salde do recém-nascido: guia para 0s
profissionais de salde: cuidados gerais. Brasilia: Ministério da Saude; 2011. v. 1. 192p.
(Série A. Normas e Manuais Técnicos)

Apresentacéo de trabalho:

Bugni VM, Okamoto KY, Ozaki LS, Teles FM, Molina J, Bueno VC, et al.
Development of a questionnaire for early detection of factors associated to the
adherence to treatment of children and adolescents with chronic rheumatic diseases -
“the Pediatric Rheumatology Adherence Questionnaire (PRAQ)”. Paper presented at the
ACR/ARHP Annual Meeting; November 5-9, 2011; Chicago, IL.

Tabelas


http://www.r-project.org/
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Cada tabela deve ser apresentada em folha separada, numerada na ordem de
aparecimento no texto, e conter um titulo sucinto, porém explicativo. Todas as
explicagBes devem ser apresentadas em notas de rodapé e ndo no titulo, identificadas
com letras sobrescritas em ordem alfabética. Ndo sublinhar ou desenhar linhas dentro
das tabelas e ndo usar espagos para separar colunas. N&o usar espaco em qualquer lado
do simbolo +.

Figuras (fotografias, desenhos, gréaficos, etc.)

Todas as figuras devem ser numeradas na ordem de aparecimento no texto.

Todas as explicacdes devem ser apresentadas nas legendas, inclusive acerca das
abreviaturas utilizadas.
Figuras reproduzidas de outras fontes ja publicadas devem indicar esta condi¢cdo na
legenda, assim como devem ser acompanhadas por uma carta de permissédo do detentor
dos direitos. Fotos ndo devem permitir a identificacdo do paciente; tarjas cobrindo os
olhos podem ndo constituir protecdo adequada. Caso exista a possibilidade de
identificacdo, é obrigatdria a inclusdo de documento escrito fornecendo consentimento
livre e esclarecido para a publicagdo. Microfotografias devem apresentar escalas
internas e setas que contrastem com o fundo.

As ilustracOes sdo aceitas em cores para publicacdo no site. Contudo, todas as
figuras serdo vertidas para o preto e branco na versao impressa. Caso 0s autores julguem
essencial que uma determinada imagem seja colorida mesmo na versdao impressa,
solicita-se um contato especial com os editores. Imagens geradas em computador, como
graficos, devem ser anexadas sob a forma de arquivos nos formatos .jpg, .gif ou .tif,
com resolucdo minima de 300 dpi, para possibilitar uma impressdo nitida; na versdo
eletronica, a resolucdo sera ajustada para 72 dpi. Graficos devem ser apresentados
somente em duas dimensdes, em qualquer circunstancia. Desenhos, fotografias ou
quaisquer ilustracbes que tenham sido digitalizadas por escaneamento podem né&o
apresentar grau de resolucdo adequado para a versdo impressa da revista; assim, €
preferivel que sejam enviadas em versdo impressa original (qualidade profissional, a
nanquim ou impressora com resolucdo grafica superior a 300 dpi). Nesses casos, no
verso de cada figura deve ser colada uma etiqueta com o seu ndmero, 0 nome do
primeiro autor e uma seta indicando o lado para cima.

Legendas das figuras
Devem ser apresentadas em pagina propria, devidamente identificadas com o0s
respectivos nimeros.

Lista de verificacdo

Como parte do processo de submisséo, 0s autores s@o solicitados a indicar sua
concordancia com todos os itens abaixo; a submissdo pode ser devolvida aos autores
que ndo aderirem a estas diretrizes.
1. Todos os autores concordam plenamente com a Nota de Copyright.
2. O arquivo de submisséo foi salvo como um documento do Microsoft Word.
3. A péagina de rosto contém todas as informacdes requeridas, conforme especificado
nas diretrizes aos autores.
4. O resumo e as palavras-chave estdo na lingua de submissdo (inglés ou portugués),
seguindo a pagina de rosto.
5. O texto ¢ todo apresentado em espaco duplo, utiliza fonte tamanho 12 e italico em
vez de sublinhado para indicar énfase (exceto em enderecos da internet). Todas as
tabelas, figuras e
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legendas estdo numeradas na ordem em que aparecem no texto e foram colocadas cada
uma em pagina separada, seguindo as referéncias, no fim do arquivo.

6. O texto segue as exigéncias de estilo e bibliografia descritas nas normas de
publicacéo.

7. As referéncias estdo apresentadas no chamado estilo de Vancouver e numeradas
consecutivamente na ordem em que aparecem no texto.

8. Informacdes acerca da aprovacdo do estudo por um conselho de ética em pesquisa
sdo claramente apresentadas no texto, na secdo de métodos.

9. Todos os enderecos da internet apresentados no texto (p.ex., http://www.sbp.com.br)
estdo ativos e prontos para serem clicados.
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ANEXO E - Normas para publicagdo do Revista de Nutrigdo

INSTRUCOES AOS AUTORES

Revista de Nutricao
ISSN 1415-5273 verséo impressa
ISSN 1678-9865 versdo on-line

Escopo e politica

A Revista de Nutricdo € um periddico especializado que
publica artigos que contribuem para o estudo da Nutricdo em
suas diversas subareas e interfaces. Com periodicidade
bimestral, estd aberta a contribuicdes da comunidade
cientifica nacional e internacional.

Os manuscritos podem ser rejeitados sem comentarios
detalhados ap6s andlise inicial, por pelo menos dois editores
da Revista de Nutricdo, se os artigos forem considerados
inadequados ou de prioridade cientifica insuficiente para
publicacdo na Revista.

Categoria dos artigos

A Revista aceita artigos inéditos em portugués, espanhol ou
inglés, com titulo, resumo e termos de indexacdo no idioma
original e em inglés, nas seguintes categorias:

Original: contribuicdes destinadas a divulgacdo de
resultados de pesquisas inéditas, tendo em vista a relevancia
do tema, o alcance e o conhecimento gerado para a area da
pesquisa (limite maximo de 5 mil palavras).

Especial: artigos a convite sobre temas atuais (limite
maximo de 6 mil palavras).

Revisdo (a convite): sintese de conhecimentos disponiveis
sobre determinado tema, mediante andlise e interpretacdo de
bibliografia pertinente, de modo a conter uma anélise critica
e comparativa dos trabalhos na area, que discuta os limites e
alcances metodologicos, permitindo indicar perspectivas de


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1415-5273&lng=pt&nrm=iso
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continuidade de estudos naquela linha de pesquisa (limite
maximo de 6 mil palavras). Serdo publicados até dois
trabalhos por fasciculo.

Comunicacado: relato  de informagcbes sobre temas
relevantes, apoiado em pesquisas recentes, cujo mote seja
subsidiar o trabalho de profissionais que atuam na area,
servindo de apresentagé@o ou atualizagdo sobre o tema (limite
maximo de 4 mil palavras).

Nota Cientifica: dados inéditos parciais de uma pesquisa em
andamento (limite maximo de 4 mil palavras).

Ensaio: trabalhos que possam trazer reflexdo e discussao de
assunto que gere questionamentos e hipdteses para futuras
pesquisas (limite maximo de 5 mil palavras).

Secdo Tematica (a convite): secdo destinada a publicacdo
de 2 a 3 artigos coordenados entre si, de diferentes autores, e
versando sobre tema de interesse atual (méximo de 10 mil
palavras no total).

Categoria e a area tematica do artigo: Os autores devem
indicar a categoria do artigo e a &rea tematica, a saber:
alimentacdo e ciéncias sociais, avaliacdo nutricional,
bioguimica nutricional, dietética, educacdo nutricional,
epidemiologia e estatistica, micronutrientes, nutricdo clinica,
nutricdo experimental, nutricdo e geriatria, nutricdo materno-
infantil, nutricio em producdo de refei¢bes, politicas de
alimentacdo e nutricdo e satde coletiva.

Pesquisas envolvendo seres vivos

Resultados de pesquisas relacionadas a seres humanos e
animais devem ser acompanhados de copia de aprovacdo do
parecer de um Comité de Etica em pesquisa.

Registros de Ensaios Clinicos

Artigos com resultados de pesquisas clinicas devem
apresentar um numero de identificagdo em um dos Registros
de Ensaios Clinicos validados pelos critérios da Organizacao
Mundial da Saiude (OMS) e do Intemational Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE), cujos enderecos estéo
disponiveis no site do ICMJE. O nimero de identificagdo
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devera ser registrado ao final do resumo.

Os autores devem indicar trés possiveis revisores para o
manuscrito. Opcionalmente, podem indicar trés revisores
para 0s quais nao gostaria que seu trabalho fosse enviado.

Procedimentos editoriais

Autoria

A indicacdo dos nomes dos autores logo abaixo do titulo do
artigo é limitada a 6. O crédito de autoria devera ser baseado
em contribuicdes substanciais, tais como concepcado e
desenho, ou analise e interpretacdo dos dados. N&o se
justifica a inclusdo de nomes de autores cuja contribuicdo
ndo se enquadre nos critérios acima.

Os manuscritos devem conter, na pagina de identificacéo,
explicitamente, a contribuigéo de cada um dos autores.

Processo de julgamento dos manuscritos

Todos 0s outros manuscritos sé iniciardo o processo de
tramitacdo se estiverem de acordo com as Instrucdes aos
Autores. Caso contrario, serdo devolvidos para adequagao
as normas, inclusdo de carta ou de outros documentos
eventualmente necessarios.

Recomenda-se fortemente que o(s) autor(es) busque(m)
assessoria linguistica profissional (revisores e/ou tradutores
certificados em lingua portuguesa e inglesa) antes de
submeter(em) originais que possam conter incorre¢des e/ou
inadequacGes morfoldgicas, sintaticas, idiomaticas ou de
estilo. Devem ainda evitar o uso da primeira pessoa “"meu
estudo...", ou da primeira pessoa do plural "percebemos....",
pois em texto cientifico o discurso deve ser impessoal, sem
juizo de valor e na terceira pessoa do singular.

Originais identificados com incorrecdes e/ou inadequagoes
morfoldgicas ou sintaticas serdo devolvidos antes mesmo
de serem submetidos & avaliacdo quanto ao meérito do
trabalho e a conveniéncia de sua publicagéo.

Pré-analise: a avaliacdo é feita pelos Editores Cientificos
com base na originalidade, pertinéncia, qualidade académica
e relevancia do manuscrito para a nutri¢éo.
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Aprovados nesta fase, 0s manuscritos serdo encaminhados
aos revisores ad hoc selecionados pelos editores. Cada
manuscrito sera enviado para dois revisores de reconhecida
competéncia na tematica abordada, podendo um deles ser
escolhido a partir da indicacdo dos autores. Em caso de
desacordo, o original serd enviado para uma terceira
avaliacdo.

Todo processo de avaliacdo dos manuscritos terminard na
segunda e Ultima vers&o.

O processo de avaliagdo por pares é o sistema de blind
review, procedimento sigiloso quanto a identidade tanto dos
autores quanto dos revisores. Por isso 0s autores deverdo
empregar todos 0s meios possiveis para evitar a identificacdo
de autoria do manuscrito.

Os pareceres dos revisores comportam trés possibilidades: a)
aprovacao; b) recomendacdo de nova analise; c) recusa. Em
quaisquer desses casos, 0 autor sera comunicado.

Os pareceres sdo analisados pelos editores associados, que
propdem ao Editor Cientifico a aprovacdo ou ndo do
manuscrito.

Manuscritos  recusados, mas com possibilidade de
reformulacdo, poderdo retornar como novo trabalho,
iniciando outro processo de julgamento.

Conflito de interesse

No caso da identificacdo de conflito de interesse da parte dos
revisores, o Comité Editorial encaminhard o manuscrito a
outro revisor ad hoc.

Manuscritos aceitos: manuscritos aceitos poderdo retornar
aos autores para aprovacdo de eventuais alteragbes, no
processo de editoracdo e normalizagdo, de acordo com o
estilo da Revista.

Provas: serdo enviadas provas tipograficas aos autores para
a correcao de erros de impressdo. As provas devem retornar
ao Ndcleo de Editoracdo na data estipulada. Outras
mudangas no manuscrito original ndo serdo aceitas nesta
fase.
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Preparo do manuscrito

Submissao de trabalhos

Serdo aceitos trabalhos acompanhados de carta assinada por todos os
autores, com descricdo do tipo de trabalho e da &rea temadtica,
declaracédo de que o trabalho esta sendo submetido apenas a Revista de
Nutricdo e de concordancia com a cessdo de direitos autorais e uma
carta sobre a principal contribui¢do do estudo para a area.

Caso haja utilizacdo de figuras ou tabelas publicadas em outras fontes,
deve-se anexar documento que ateste a permissdo para seu uso.

Enviar os manuscritos via site <http://www.scielo.br/rn>, preparados
em espacgo entrelinhas 1,5, com fonte Arial 11. O arquivo devera ser
gravado em editor de texto similar ou superior a versdo 97-2003 do
Word (Windows).

E fundamental que o escopo do artigo ndo contenha qualquer forma
de identificacdo da autoria, o que inclui referéncia a trabalhos
anteriores do(s) autor(es), da instituicdo de origem, por exemplo.

O texto devera contemplar o nimero de palavras de acordo com a
categoria do artigo. As folhas deverdo ter numeracdo personalizada
desde a folha de rosto (que deverad apresentar o nimero 1). O papel
devera ser de tamanho A4, com formatacdo de margens superior e
inferior (no minimo 2,5cm), esquerda e direita (no minimo 3cm).

Os artigos devem ter, aproximadamente, 30 referéncias, exceto no caso
de artigos de revisdo, que podem apresentar em torno de 50. Sempre
que uma referéncia possuir o numero de Digital Object Identifier (DOI),
este deve ser informado.

Versao reformulada: a versdo reformulada devera ser encaminhada via
<http://www.scielo.br/rn>. O(s) autor(es) devera(do) enviar apenas a
ultima verséao do trabalho.

O texto do artigo devera empregar fonte colorida (cor azul) ou
sublinhar, para todas as alteragfes, juntamente com uma carta ao editor,
reiterando o interesse em publicar nesta Revista e informando quais
alteracdes foram processadas no manuscrito, na versdo reformulada. Se
houver discordancia quanto as recomendacGes dos revisores, 0(S)
autor(es) deverdo apresentar os argumentos que justificam sua posicéo.
O titulo e o cddigo do manuscrito deverao ser especificados.


http://www.scielo.br/rn
http://www.scielo.br/rn

Pagina de rosto deve conter

a) titulo completo - deve ser conciso, evitando excesso de palavras,
como "avaliagdo do....", "consideragdes acerca de.." ‘estudo
exploratério....";

b) short title com até 40 caracteres (incluindo espacos), em portugués
(ou espanhol) e inglés;

c) nome de todos os autores por extenso, indicando a filiagdo
institucional de cada um. Sera aceita uma Unica titulacéo e filiacdo por
autor. O(s) autor(es) devera(ao), portanto, escolher, entre suas titulacdes
e filiagGes institucionais, aquela que julgar(em) a mais importante.

d) Todos os dados da titulacdo e da filiagdo deverdo ser apresentados
por extenso, sem siglas.

e) Indicacdo dos enderegos completos de todas as universidades as quais
estdo vinculados os autores;

f) Indicacdo de endereco para correspondéncia com o autor para a
tramitac&o do original, incluindo fax, telefone e enderego eletronico;

Observacao: esta devera ser a Unica parte do texto com a identificacdo
dos autores.

Resumo: todos os artigos submetidos em portugués ou espanhol
deverdo ter resumo no idioma original e em inglés, com um minimo de
150 palavras e méximo de 250 palavras.

Os artigos submetidos em inglés deverdo vir acompanhados de resumo
em portugués, além do abstract em inglés.

Para os artigos originais, 0s resumos devem ser estruturados destacando
objetivos, métodos basicos adotados, informacdo sobre o local,
populacdo e amostragem da pesquisa, resultados e conclusdes mais
relevantes, considerando os objetivos do trabalho, e indicando formas
de continuidade do estudo.

Para as demais categorias, o formato dos resumos deve ser o narrativo,
mas com as mesmas informacoes.

O texto ndo deve conter citacOes e abreviaturas. Destacar no minimo
trés e no maximo seis termos de indexacéo, utilizando os descritores em
Ciéncia da Saude - DeCS - da Bireme <http://decs.bvs.br>.

Texto: com excecdo dos manuscritos apresentados como Reviséo,
Comunicacdo, Nota Cientifica e Ensaio, os trabalhos deverdo seguir a
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estrutura formal para trabalhos cientificos:

Introducdo: deve conter revisdo da literatura atualizada e pertinente ao
tema, adequada a apresentacdo do problema, e que destaque sua
relevancia. Ndo deve ser extensa, a ndo ser em manuscritos submetidos
como Artigo de Revisao.

Meétodos: deve conter descri¢do clara e sucinta do método empregado,
acompanhada da correspondente citacdo bibliografica, incluindo:
procedimentos adotados; universo e amostra; instrumentos de medida e,
se aplicavel, método de validacdo; tratamento estatistico.

Em relacdo a analise estatistica, os autores devem demonstrar que 0s
procedimentos utilizados foram ndo somente apropriados para testar as
hipoteses do estudo, mas também corretamente interpretados. Os niveis
de significancia estatistica (ex. p<0,05; p<0,01; p<0,001) devem ser
mencionados.

Informar que a pesquisa foi aprovada por Comité de Etica credenciado
junto ao Conselho Nacional de Saude e fornecer o numero do processo.

Ao relatar experimentos com animais, indicar se as diretrizes de
conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais - ou se qualquer lei
nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de laboratério -
foram seguidas.

Resultados: sempre que possivel, os resultados devem ser apresentados
em tabelas ou figuras, elaboradas de forma a serem auto-explicativas e
com analise estatistica. Evitar repetir dados no texto.

Tabelas, quadros e figuras devem ser limitados a cinco no conjunto e
numerados consecutiva e independentemente com algarismos arabicos,
de acordo com a ordem de mencdo dos dados, e devem vir em folhas
individuais e separadas, com indicacdo de sua localizacdo no texto. E
imprescindivel a informag&o do local e ano do estudo. A cada um se
deve atribuir um titulo breve. Os quadros e tabelas terdo as bordas
laterais abertas.

O(s) autor(es) se responsabiliza(m) pela qualidadedas figuras (desenhos,
ilustracGes, tabelas, quadros e graficos), que deverdo ser elaboradas em
tamanhos de uma ou duas colunas (7 e 15cm, respectivamente); ndo é
permitido o formato paisagem. Figuras digitalizadas deverdo ter
extensdo jpeg e resolucdo minima de 400 dpi.

Graficos e desenhos deverdo ser gerados em programas de desenho
vetorial (Microsoft Excel, CorelDraw, Adobe Illustrator etc.),
acompanhados de seus parametros gquantitativos, em forma de tabela e
com nome de todas as variaveis.



A publicacdo de imagens coloridas, ap0s avaliacdo da viabilidade
técnica de sua reproducdo, sera custeada pelo(s) autor(es). Em caso de
manifestacdo de interesse por parte do(s) autor(es), a Revista de
Nutricdo providenciard um orcamento dos custos envolvidos, que
poderdo variar de acordo com o numero de imagens, sua distribuicdo
em paginas diferentes e a publicagdo concomitante de material em cores
por parte de outro(s) autor(es).

Uma vez apresentado ao(s) autor(es) o orcamento dos custos
correspondentes ao material de seu interesse, este(s) devera(ao) efetuar
depdsito bancario. As informacdes para o depoésito serdo fornecidas
oportunamente.

Discussdo: deve explorar, adequada e objetivamente, os resultados,
discutidos a luz de outras observacdes ja registradas na literatura.

Concluséo: apresentar as conclusdes relevantes, considerando 0s
objetivos do trabalho, e indicar formas de continuidade do estudo.N&o
serdo aceitas citagdes bibliograficas nesta secao.

Agradecimentos: podem ser registrados agradecimentos, em paragrafo
ndo superior a trés linhas, dirigidos a instituicdes ou individuos que
prestaram efetiva colaboragéo para o trabalho.

Anexos: deverdo ser incluidos apenas quando imprescindiveis a
compreensdo do texto. Caberé aos editores julgar a necessidade de sua
publicacao.

Abreviaturas e siglas: deverdo ser utilizadas de forma padronizada,
restringindo-se apenas aquelas usadas convencionalmente ou
sancionadas pelo uso, acompanhadas do significado, por extenso,
quando da primeira citacdo no texto. Nao devem ser usadas no titulo e
no resumo.

Referéncias de acordo com o estilo Vancouver

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, seguindo a
ordem em que foram mencionadas pela primeira vez no texto, conforme
0 estilo Vancouver.

Nas referéncias com dois até o limite de seis autores, citam-se todos 0s
autores; acima de seis autores, citam-se 0s seis primeiros autores,
seguido de et al.

As abreviaturas dos titulos dos periodicos citados deverdo estar de
acordo com o Index Medicus.

Nao serdo aceitas citagdes/referéncias de monografias de conclusao de
curso de graduacéo, de trabalhos de Congressos,
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Simposios, Workshops, Encontros, entre outros, e de textos nao
publicados (aulas, entre outros).

Se um trabalho ndo publicado, de autoria de um dos autores do
manuscrito, for citado (ou seja, um artigo in press), sera necessario
incluir a carta de aceitacdo da revista que publicara o referido artigo.

Se dados nédo publicados obtidos por outros pesquisadores forem citados
pelo manuscrito, serd necessario incluir uma carta de autorizagdo, do
uso dos mesmos por seus autores.

CitacOes bibliograficas no texto: deverdo ser expostas em ordem
numeérica, em algarismos arabicos, meia linha acima e apds a citacéo, e
devem constar da lista de referéncias. Se forem dois autores, citam-se
ambos ligados pelo "&"; se forem mais de dois, cita-se 0 primeiro autor,
seguido da expressao et al.

A exatiddo e a adequacdo das referéncias a trabalhos que tenham
sido consultados e mencionados no texto do artigo sdo de
responsabilidade do autor. Todos os autores cujos trabalhos forem
citados no texto deverdo ser listados na se¢do de Referéncias.

Exemplos
Artigo com mais de seis autores

Oliveira JS, Lira PIC, Veras ICL, Maia SR, Lemos MCC, Andrade
SLL, et al. Estado nutricional e inseguranca alimentar de adolescentes e
adultos em duas localidades de baixo indice de desenvolvimento
humano. Rev Nutr. 2009; 22(4): 453-66. doi: 10.1590/S1415-
52732009000400002.

Artigo com um autor

Burlandy L. A construcdo da politica de seguranca alimentar e
nutricional no Brasil: estratégias e desafios para a promoc¢do da
intersetorialidade no ambito federal de governo. Ciénc Saude Coletiva.
2009; 14(3):851-60. doi: 10.1590/51413-81232009000300020.

Artigo em suporte eletronico

Sichieri R, Moura EC. Anélise multinivel das varia¢cbes no indice de
massa corporal entre adultos, Brasil, 2006. Rev Saude Publica
[Internet]. 2009 [acesso 2009 dez 18]; 43(Suppl.2):90-7. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php? script=sci_arttext&pid=S0034-
89102009000900012&Ing=pt&nrm=iso>. doi: 10.1590/S0034-
89102009000900012.
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Livro

Alberts B, Lewis J, Raff MC. Biologia molecular da célula. 5% ed. Porto
Alegre: Artmed; 2010.

Livro em suporte eletrénico

Brasil. Alimentacdo saudavel para pessoa idosa: um manual para o
profissional da saude [Internet]. Brasilia: Ministério da Saude; 2009
[acesso 2010 jan 13]. Disponivel em: <http://200.18.252.57/services/e-
books/alimentacao_saudavel idosa_profissionais_saude.pdf>.

Capitulos de livros

Aciolly E. Banco de leite. In: Aciolly E. Nutricdo em obstetricia e
pediatria. 22 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2009. Unidade 4.

Capitulo de livro em suporte eletrdnico

Emergency contraceptive pills (ECPs). In: World Health Organization.
Medical eligibility criteria for contraceptive use [Internet]. 4th ed.
Geneva: WHO; 2009 [cited 2010 Jan 14]. Available from:
<http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241563888 eng.pdf>.

Dissertac0es e teses

Duran ACFL. Qualidade da dieta de adultos vivendo com HIV/AIDS e
seus fatores associados [mestrado]. Sdo Paulo: Universidade de S&o
Paulo; 2009.

Texto em formato eletrénico

Sociedade Brasileira de Nutricdo Parental e Enteral [Internet]. Assuntos
de interesse do farmacéutico atuante na terapia nutricional. 2008/2009
[acesso 2010 jan 14]. Disponivel em:
<http://www.sbnpe.com.br/ctdpg.php?pg=13&ct=A>.

Programa de computador

Software de avaliacdo nutricional. DietWin Professional [programa de
computador]. Versdo 2008. Porto Alegre: Brubins Comércio de
Alimentos e Supergelados; 2008. Para outros exemplos recomendamos
consultar as normas do Committee of Medical Journals Editors (Grupo
Vancouver) <http://www.icmje.org>.

Para outros exemplos recomendamos consultar as normas do
Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver)
<http://www.icmje.org>.
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Lista de checagem

- Declaragéo de responsabilidade e transferéncia de direitos
autorais assinada por cada autor.

- Verificar se o texto, incluindo resumos, tabelas e
referéncias, esta reproduzido com letras fonte Arial, corpo 11
e entrelinhas 1,5 e com formatacdo de margens superior e
inferior (no minimo 2,5cm), esquerda e direita (no minimo
3cm).

- Indicacdo da categoria e area tematica do artigo.
- Verificar se estdo completas as informacGes de legendas
das figuras e tabelas.

- Preparar pégina de rosto com as informagdes solicitadas.

- Incluir o nome de agéncias financiadoras e o nimero do
processo.

- Indicar se o artigo € baseado em tese/dissertacao,
colocando o titulo, 0 nome da instituicéo, o ano de defesa.

- Incluir titulo do manuscrito, em portugués e em inglés.
- Incluir titulo abreviado (short title), com 40 caracteres, para
fins de legenda em todas as paginas.

- Incluir resumos estruturados para trabalhos submetidos na
categoria de originais e narrativos para manuscritos
submetidos nas demais categorias, com um minimo de 150
palavras e maximo de 250 palavras nos dois idiomas,
portugués e inglés, ou em espanhol, nos casos em que se
apligue, com termos de indexacao.

- Verificar se as referéncias estdo normalizadas segundo
estilo Vancouver, ordenadas na ordem em que foram
mencionadas pela primeira vez no texto, e se todas estio
citadas no texto.

- Incluir permisséo de editores para reproducéo de figuras ou
tabelas publicadas.

- Copia do parecer do Comité de Etica em pesquisa.

Revista de Nutricdo

Nucleo de Editoracao SBI - Campus Il - Av. John Boyd Dunlop, s/n. - Prédio de
Odontologia
Jd. Ipaussurama - 13059-900 - Campinas - SP
Tel./Fax: +55 19 3343-6875

Mail

sbi.submissionrn@puc-campinas.edu.br
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