UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE - UFCSPA
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA
REABILITACAO

Marlon Francys Vidmar

Efeitos da suplementacao com acido
graxo omega-3 sobre o estresse
oxidativo e o processo inflamatorio em
individuos submetidos a intervencao
fisioterapica pos-reconstrucao do
ligamento cruzado anterior: ensaio
clinico randomizado.

Porto Alegre
2014



Marlon Francys Vidmar

Efeitos da suplementacao com acido
graxo omega-3 sobre o estresse
oxidativo e o processo inflamatério em
individuos submetidos a intervencao
fisioterapica pos-reconstrucao do
ligamento cruzado anterior: ensaio
clinico randomizado.

Dissertacdo submetida ao Programa de
Po6s-Graduacgao em Ciéncias da
Reabilitagdo da Fundagdo Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre como requisito para a obtengao do
grau de Mestre.

Orientador: Dr. Marcelo Faria Silva

Co-orientador: Dr. Luis Henrique Telles da Rosa

Porto Alegre
2014



Catalogacao na Publicacéo

Vidmar, Marlon Francys
Efeitos da suplementagdo com Omega-3 sobre o estresse
oxidativo e o processo inflamatério em individuos

submetidos a intervengdo fisioterapica pds-reconstrugédo
do ligamento cruzado anterior: ensaio clinico randomizado

/ Marlon Francys Vidmar. -- 2014.
60 p. : il., ‘tab. ,; 30 cm.
Dissertagdo (mestrado) -- Universidade Federal de

Ciéncias da Salde de Porto Alegre, Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncias da Reabilitag¢do, 2014.

Orientador(a) : Prof. Dr. Marcelo Faria Silva ;
coorientador(a): Prof. Dr. Luis Henrique Telles da Rosa.

1. Joelho. 2. Ligamento Cruzado Anterior. 3. Estresse
Oxidativo. 4. Suplementos Dietéticos. 5. Acidos Graxos
Omega-3. I. Titulo.

Sistema de Geracéo de Ficha Catalografica da UFCSPA com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




DEDICATORIA

Dedico esta dissertacdo a Deus, minha familia,
namorada, orientadores e amigos pelo apoio,
forga, incentivo, companherismo e amizade.
Sem vocés nada disso seria possivel.



AGRADECIMENTO

Agradeco a Deus por me amparar nos momentos dificeis, me dar
forca para superar as dificuldades, mostrar os caminhos nas horas incertas e me

suprir em todas as minhas necessidades.

Aos meus pais e familiares, que sempre estiveram ao meu lado e me
incentivaram a querer ser sempre melhor enquanto estudante, profissional e acima

de tudo, enquanto ser humano.

A minha namorada, Vandressa, por ser tdo importante na minha

vida, devido a sua amizade, paciéncia, compreensao, dedicagcao e amor.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Marcelo Faria Silva, e ao meu co-
orientador Prof. Dr.Luis Henrique Telles da Rosa, pela confiangca depositada em mim
quando me aceitaram no Mestrado, por me mostrarem o caminho da ciéncia e pelas
oportunidades oferecidas na busca de novos conhecimentos. Fazendo me enxergar,
que existe mais que pesquisadores e resultados por tras de uma dissertagdo, mas

vidas humanas.

Aos amigos, Prof. Me. Gilnei Lopes Pimentel e Carlos Rafael de
Almeida, por terem me incentivado na busca do meu sonho, pelos encinamentos,

pela competéncia e disposicao em compartilhar experiéncias.

Ao amigo, Prof. Dr. Luciano de Oliveira Siqueira, pela infinita

disponibilidade, por todos os ensinamentos e pela inpecavel condugao deste projeto.

Ao amigo, Prof. Me. César Anténio de Quadros Martins, pela
confianga na execugéao do projeto e pela oportunidade de trabalhar ao seu lado.

A amiga, Me. Verénica Bidinotto Britto, pelos ensinamentos,

orientagdes, incentivos e por acreditar no futuro deste projeto.

A amiga, Prof. Dra. Aline de Souza Pagnussat, pela confianca
depositada em mim quando me aceitou como seu Bolsista Reuni e pela
oportunidade de trabalho e convivéncia, a qual me proporcionou grande crescimento

profissional e pessoal.

A familia Kiefer, por ter me acolhido e apoiado durante as minhas
estadias em Porto Alegre.



As bolsistas do Laboratério de Bioquimica do curso de Farmacia
(UPF) pela ajuda nas analises dos materiais.

A todos os voluntarios que participaram da pesquisa, pela sua

disposinibilidade.

A Universidade de Passo Fundo, por disponibilizar a infraestrutura
do Laboratorio de Bioquimica e da Clinica de Fisioterapia.

A CAPES, pelo apoio financeiro durante parte deste periodo.

A todos, reitero o meu apreco e a minha eterna gratid&o.



RESUMO

Introdugdo: As lesdes do ligamento cruzado anterior (LCA) sdo responsaveis por
instabilidade articular do joelho, alteragdo em sua funcionalidade e limitagdo nas
atividades de vida diarias, bem como, na qualidade de vida do individuo. No quadro
de lesdo do LCA, ocorre a ativagdo de um processo inflamatério e formagao de
radicais livres de oxigénio que, quando em excesso, podem desencadear dano
oxidativo a articulacdo do joelho e as demais estruturas préximas a articulagao.
Objetivos: Avaliar os efeitos da suplementacdo oral com Omega-3 sobre
marcadores de estresse oxidativo em individuos submetidos a reconstrugdo do LCA.
Metodologia: Este estudo € ensaio clinico prospectivo, randomizado, controlado e
uni cego, com amostra de 25 individuos submetidos a reconstrugcdo do LCA,
separados aleatoriamente em: Grupo dmega-3 (GO), suplementado diariamente com
2g de dmega-3 durante 15 dias, pds-reconstru¢ao do LCA; e Grupo controle (GC),
nao suplementado. Foi realizada coleta de sangue e de liquido sinovial
imediatamente antes do procedimento cirurgico e 15 dias pos-reconstrugéo do LCA.
As analises bioquimicas avaliaram os niveis de produtos de lipoperoxidagao (MDA);
atividade da catalase; grupos sulfidrilicos totais e polifenois e proteina C-Reativa
(PCR). Os dados foram expressos em mediana (p25;p75), média (desvio padrao) e
frequéncia absoluta e relativa. Na analise inferencial intragrupos foi utilizado o teste
U de Wilcoxon e na inter-grupos o teste U de Mann-Whitney, por meio do programa
SPSS for Windows (versdo 18.0). As diferengas foram consideradas significativas
quando p<0,05. Resultados: Observou-se diminuigdo significativa nos niveis de
MDA no GO em comparagédo ao grupo GC (p<0,05), e da mesma forma, que a
atividade da enzima antioxidante catalase foi significativamente menor no GO
quando comparado ao GC (p<0,001). Também foram observados niveis
significativamente elevados de grupos -SH totais no plasma dos individuos
suplementados quando comparados aos do GC (p<0,001). Além disso, foram
observados niveis significativamente maiores de polifendis (p<0,05) tanto no plasma
guanto no liquido sinovial dos individuos que receberam dmega-3 no periodo pods-
cirargico comparado ao pré-cirurgico. Entretanto, ndo foi observado um efeito
protetor da administragdo do Omega-3 sobre a fungdo antiinflamatéria ao
analisarmos os niveis plasmaticos e sinoviais da PCR. Conclusao: Baseado nos
resultados deste estudo, verificamos um efeito favoravel da suplementacao dietética
com Omega-3 na modulacdo dos marcadores de estresse oxidativo em individuos
submetidos a reconstrucdo do LCA. Prevenindo assim, os danos causados pelos
radicais livres nas demais estruturas préximas a articulagao.

Palavras-chave: Joelho; Ligamento Cruzado Anterior; Estresse Oxidativo; Ensaio
Clinico; Suplementos dietéticos; Acidos Graxos Omega-3.



ABSTRACT

Background: The lesions of the anterior cruciate ligament (ACL) are responsible for
the knee joint instability, changes in its functionality and limitation in activities of daily
life, as well as in the quality of life of the individual. The ACL injury, activate of an
inflammatory process and formation of free radicals of oxygen, which when in excess
can cause oxidative damage to the knee joint and the other structures near to the
joint. Objectives: To evaluate the effects of oral supplementation with Omega-3 on
markers of oxidative stress in individuals submitted to ACL reconstruction. Methods:
This study is a randomized clinical trial, controlled and uni blinded trial, with 25
subjects submitted to ACL reconstruction, randomly assigned in: Omega-3 Group
(OG), supplemented daily with 2 g of Omega-3 during 15 days after ACL surgery;
and Control Group (CG), not supplemented. Blood and synovial fluid collection was
performed immediately before the surgical procedure and 15 days after ACL
reconstruction. Biochemical analyses assessed the levels of lipoperoxidation
products (MDA); catalase activity; total sulfhydryl groups and polyphenols and C-
reactive protein (CRP). Data were expressed as median (p25;p75), mean (standard
deviation) and absolute and relative frequency. On intra-group inferential analysis
was used the U test of Wilcoxon on the inter group the U of Mann-Whitney test, using
the SPSS program for Windows (version 18.0). The differences were considered
significant when p<0.05. Results: We verified a significant decrease in the levels of
MDA in the OG compared to the CG (p<0.05) and, similarly, that the activity of
antioxidant enzyme catalase was significantly lower in the OG when compared to the
CG group (p<0.001). Were also evidence significantly higher levels of total plasma -
SH groups of supplemented individuals when compared to the CG (p<0.001). In
addition, were observed significantly higher levels of polyphenols (p<0.05) in both
plasma and synovial fluid of individuals who received Omega-3 in the post-surgical
period compared to pre-surgery. However, analyzing plasma and synovial fluid levels
of CRP were identified that there were not protective effects of Omega-3
administration on anti-inflammatory function. Conclusion: The findings suggest that
there is a protective effect of dietary supplementation with Omega-3 in the
modulation of oxidative stress markers in individuals submitted to ACL
reconstruction. The protective effects can prevent the damage caused by free
radicals in other structures near the joint.

Key words: Knee; Anterior Cruciate Ligament; Oxidative Stress; Clinical trial; Dietary
Supplements; Fatty Acids, Omega-3.
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1 INTRODUGAO

As lesbes do ligamento cruzado anterior (LCA) sdo responsaveis por grande
instabilidade articular no joelho gerando restricio a sua funcionalidade e
consequentemente limitagdo das atividades de vida diarias com diminuicdo da
qualidade de vida do individuo (PERRIN & SHULTZ, 2005). Além disso, ha o risco
de um prognéstico desfavoravel, onde a lesdao do LCA terd como desfecho a
degeneragao da cartilagem articular (CASTRO & ACRAS, 2011).

Desta forma, a lesdo do LCA é uma ocorréncia grave, que acarreta sérias
complicagdes fisicas, psicoldgicas e econdmicas para o individuo. No periodo pos-
lesdo, bem como na reconstrugdo do LCA ha um processo inflamatério, secrecéo de
proteases e metaloproteinases que tém como objetivo reparar o tecido e a area
lesionada. Entretanto, dependendo da gravidade da lesdo e das complicagbes pos-
reconstrugdo, a extensao da resposta de reparo pode ser exagerada, resultando em
dano as demais estruturas articulares (TOUMI & BEST, 2003).

Nessa circunstancia, pode ser desencadeado ainda, dano oxidativo adicional,
causando lesdo a lipidios, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA) dos tecidos
envolvidos na area lesionada (BARBOSA et al., 2010; BERNARD & KRAUSE, 2007;
SHAMI & MOREIRA, 2004). Particularmente a cartilagem articular € um grande alvo,
devido a grande produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) com
consequente, dano oxidativo e degeneragado tecidual pdés-reconstru¢cdo, podendo
evoluir para o quadro de osteoartrose.

Nas ultimas décadas houve avancos nas pesquisas experimentais e clinicas
relativas a suplementacdo com antioxidantes, a fim de reduzir os sinais clinicos e
quadro degenerativo da osteoartrose (KURZ; JOST; SCHUNKE, 2002). Um dos
antioxidantes que vem recebendo destaque nesse campo € o acido graxo 6mega-3
(VANDEWEERD et al., 2012; KNOTT et al., 2011; WANN et al., 2010).

Entretanto, até o momento, ndo identificamos estudos clinicos randomizados
que investiguem o efeito da suplementagdo oral com acido graxo émega-3 sobre
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo de individuos submetidos a
reconstrugcdo do LCA. Esses marcadores apresentam-se notavelmente elevados no
inicio e progressao do processo de degeneragdo da cartilagem articular, que
representa o principal fator de mau progndstico da evolugdo de cirurgia de
reconstrugao do LCA.
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2 REVISAO DE LITERATURA — CONTEXTUALIZAGAO

2.1 JOELHO

O joelho é a articulagdo mais solicitada do corpo humano, sendo composta
pelos ossos fémur, tibia, fibula e patela, acoplados pelos ligamentos, capsula
articular, meniscos e musculos que realizam a sua estabilizagdo. (JUNIOR et al.,
2008).

A estabilidade da articulagdo do joelho depende da interacdo entre a sua
geometria, a restricdo dos tecidos moles e as cargas aplicadas pela massa corporal
e agao muscular. Enquanto a arquitetura 6ssea e 0s meniscos geram pouca
estabilidade ao joelho, os ligamentos, capsula e tecidos moles contribuem
significativamente para sua estabilidade. As forgas compressivas, resultantes da
massa corporal e da atividade muscular, propiciam forgas adicionais que previnem
uma sobrecarga dos ligamentos quando o joelho é submetido a cargas excessivas
em atividades mais agressivas. (GLENN et al., 2001).

Além disso, qualquer dano aos componentes que integram essa complexa
estrutura pode levar ao desequilibrio de sua biomecanica e funcionalidade, com

possivel deterioragdo das demais estruturas articulares. (JUNIOR et al., 2008).

2.2 LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR

Dentre os componentes que promovem a estabilizagdo do joelho, o LCA tem
origem na parte anterior da eminéncia intercondilica da tibia e dirige-se para tras e
superiormente inserindo-se no céndilo externo do fémur, dentro da fossa
intercondilica. O LCA é a principal estrutura de controle do deslocamento anterior do
joelho sem carga, permitindo a estabilidade no plano sagital. Ainda, o LCA impede o
fémur de deslocar-se posteriormente sobre a tibia, ou o deslocamento anterior da
tibia sobre o fémur. Assim, o LCA possui fun¢gdes de estabilizacdo importantes sobre
a articulacao do joelho, entretanto, € também a estrutura mais vulneravel nas lesées,
estando envolvido em 50% das lesdes ligamentares dessa articulagdo (CAMANHO;
CAMANHO; VIEGAS, 2003).

Os mecanismos geradores de lesbes do LCA, em geral ndo envolvem uma

queda ou contato direto, e geralmente ocorrem devido a rotagdo interna do fémur
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sobre a tibia associado ou n&o a um valgismo, e hiperextensao do joelho (MALONE
et al., 2002).

A prevaléncia de lesdes do LCA na populagao é elevada, principalmente no
meio esportivo, cuja incidéncia € 1/3.000 habitantes, sendo que o futebol é a
atividade esportiva mais determinante no Brasil (HEBERT & XAVIER, 2009). Outros
esportes de risco incluem o basquetebol, o futebol americano, o esqui, voleibol e
handebol, devido ao frequente movimento de pivd com a perna fixa. Entretanto, as
lesdes do LCA ocorrem tanto em atletas quanto ndo-atletas, em atividades
esportivas e ndo-esportivas.

O diagnostico clinico é resultado da sintomatologia do paciente, associada
aos testes especificos para diagnéstico e exames por imagem. Ao exame clinico, os
pacientes costumam descrever que, no momento da lesdo, sentiram como se a
articulacao estivesse “saindo do lugar” (SILISKI, 2002). Em 80% das lesdes do LCA
o estalido € comum, bem como o derrame caracteristico de uma hemartrose
(BARROS & LECH, 2002), gerado pela lesdo do ligamento e da sindvia que o
recobrem (AMATUZZI, 2004). Além do edema articular ocorre o desarranjo dos
tecidos periarticulares, inibicdo da musculatura pelo quadro algico e hipotrofia
muscular, levando a um enfraquecimento da musculatura da coxa (COURY et al.,
2006). Consequentemente, apds a ruptura do LCA a articulagéo do joelho torna-se
instavel, ha uma imediata e persistente fraqueza muscular, particularmente do
musculo quadriceps, incapacitando o individuo de controlar forgcas inerentes as
atividades diarias, e que pode persistir apds a cirurgia reparadora (PERRIN &
SHULTZ, 2005).

2.3 TRATAMENTO POS-RUPTURA DO LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR

O tratamento para as lesées do LCA divide-se em conservador, por meio de
intervencgdes fisioterapicas, e tratamento cirdrgico. A escolha do tratamento da-se de
acordo com a idade do paciente, atividades de vida diarias e lesdes associadas.
Entretanto, o tratamento cirdrgico com reconstrugdo do ligamento é o método de
eleicdo na maioria dos casos de rompimento do LCA, o que em parte deve-se aos
resultados insatisfatérios em longo prazo obtidos com o tratamento conservador
(SCAVENIUS et al., 1999).
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O procedimento cirurgico para reconstru¢do do LCA foi descrita pela primeira
vez por Hey-Groves em 1917 (GUIMARAES, 2005). Atualmente, s&o utilizados dois
tipos de enxertos: os tenddes flexores (musculos semitendineo e gracilis) e o tergo
central do tendao patelar (BROWN & STEINER, 2002). A técnica de reconstrugao do
LCA com os tenddes flexores tem sido utilizada com maior frequéncia nos ultimos
anos, pois facilta o ganho do arco de movimento, com menos dor, além de
possibilitar o retorno as atividades diarias precocemente, quando comparada com a
técnica do tend&o patelar (WAGNER et al., 2005).

Particularmente, a cirurgia de reconstru¢cdo do LCA apresenta 90% de
sucesso na restauragcdo da estabilidade articular do joelho e na satisfagcdo do
paciente no retorno as suas atividades de vida diarias (YU & GARRET, 2006).
Apesar do bom prognéstico associado ao procedimento, o tempo de recuperagéao
pos—cirurgico & grande e pode vir acompanhado de complicagdes na integridade e
funcionalidade das estruturas que envolvem a articulagado do joelho, como as lesdes
meniscais que possuem uma tendéncia de ocorrer apos 6 meses da reconstrugéo, e
as lesdes condrais, ap6és um ano da sua rotura (SHELBOURNE;
VANADURONGWAN; GRAY, 2007; SOARES, 2007; ROCHA et al., 2007;
O’CONNOR; LAUGHLIN; WOODS, 2005).

O diagndstico e tratamento precoce sao de extrema importancia devido ao
agravamento da instabilidade anterior do joelho, o que pode favorecer a progressao
e evolugao para lesdes meniscais e a degeneracgéo da cartilagem articular. De fato, a
lesdo do LCA pode estar associada a outras lesdes da articulagdo como as
meniscais e/ou condrais (GABRIEL; PETIT; CARRIL, 2001; JONES & APPLEYARD,
2003), porém as lesbes meniscais sdo encontradas em 20 a 40% dos casos de
lesdo aguda do LCA (GUIMARAES, 2005). Castro & Acras (2011) afirmam que um
prognoéstico desfavoravel na evolugdo da lesdo do LCA é o desenvolvimento de
artrose. Entretanto, a instabilidade mecanica ndo €& o Uunico fator responsavel.
Disturbios bioquimicos também contribuem para o desenvolvimento da artrose pos-
lesao (TIDERIUS et al., 2005).

No momento da lesdo ocorre a ativacdo de uma resposta inflamatéria ao dano
tecidual, com invaséo e ativacdo de neutréfilos, secrecdo de proteases, bem como
geracao de ERO. Esse mecanismo de defesa, quando bem balanceado, conduz ao
reparo do tecido, entretanto, quando excessivo, pode desencadear dano a outras
estruturas locais (TOUMI & BEST, 2003).
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2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

A geracdo de ERO é um processo fisiolégico envolvido na defesa do
organismo, reparo e remodelamento tecidual, sendo contrabalangada pela agao do
sistema de defesa antioxidante. Em condigbes fisiologicas, o balanco entre agentes
pro-oxidantes e defesas antioxidantes se mantém equilibrado. Entretanto, quando
ocorre um aumento na producdo de ERO, diminuicdo das defesas antioxidantes ou
ambas, o equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes € rompido em favor dos
agentes oxidantes. Nessa situagao diz-se que a célula ou o organismo encontra-se
sob “estresse oxidativo” com danos potenciais a proteinas, lipidios e ao DNA
(BARBOSA et al., 2010; BERNARD & KRAUSE, 2007; SHAMI & MOREIRA, 2004),
contudo a magnitude do dano é proporcional a geracdo de espécies reativas
(HALLIWELL & WHITEMAN, 2004).

Portanto, o estresse oxidativo pode ser responsavel por alteracbes no
metabolismo celular que, quando excessivas e desbalanceadas, conduzirdo ao
agravamento da lesdo e ao maior dano das estruturas. Nas primeiras 24 horas que
se seguem a lesdo do LCA ocorre um aumento de agentes oxidantes no local da
lesdo, devido ao infiltrado de neutroéfilos (TOUMI & BEST, 2003). Entretanto, estudos
demonstram que citocinas proé-inflamatérias e marcadores de estresse oxidativo
estdo aumentados na circulagdo sanguinea e no liquido sinovial mesmo apds a
reconstrugao do LCA (SARICAOGLU et al., 2005; ZYSK et al., 2004).

Um alvo celular em potencial para as ERO s&o os lipidios de membrana, que
quando “atacados” gera a denominada peroxidacao lipidica, a qual causa alteragéao
na fluidez e permeabilidade das membranas, e consequentemente leva a perda da
integridade estrutural e funcional intracelulares, que em ultima instancia pode
conduzir & morte celular (DROGE, 2002). A peroxidacéo lipidica leva a formag&o de
hidroperdxidos e aldeidos, produtos altamente reativos com componentes celulares
e da matriz extracelular, constituindo-se em fonte adicional de estresse oxidativo
(POLI & PAROLA, 1997; ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991).

Em relagéo a lesdo do LCA e sua progressao, tem sido demonstrado que os
condrécitos sao capazes de produzir ERO e contribuir para a degradagao da matriz
cartilaginosa (TIKU; LIESH; ROBERTSON, 1990; TIKU; YAN; CHEN, 1998). Além
disso, também foi demonstrado que o malondialdeido (MDA), um aldeido toxico e

produto final da peroxidagao lipidica, atua causando oxidag&o da cartilagem articular
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(TIKU et al., 2003). Particularmente, o MDA e o hidroxinonenal, importantes produtos
aldeidicos da peroxidacédo lipidica, tém sido apontados como de grande
envolvimento nos efeitos citopatolégicos da peroxidacéao lipidica (POLI & PAROLA,
1997; ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991).

Para além dos eventos articulares, outro aspecto relevante refere-se a
disfuncdo muscular mediada pelos eventos bioquimicos. Nesse sentido, as citocinas
inflamatorias (como por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas 1B, 6 e 10) induzem fraqueza muscular em musculatura esquelética
isolada (HARDIN et al., 2008), e encontram-se aumentadas na articulagdo antes da
cirurgia do LCA (IRIE; UCHIYAMA; IWASO, 2003; ELSAID et al., 2008), e mantém-
se aumentadas na articulagao e circulagdo sanguinea varios dias apos a cirurgia de
reconstrugdo (ZYSK et al., 2004).

Entretanto, o dano oxidativo pode ser neutralizado pelo sistema de defesa
antioxidante enddégeno, que pode ser auxiliado pela agdo de suplementos
antioxidantes exogenos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Estudos clinicos
recentes demonstram que a suplementagdo com vitamina C e E previamente a
cirurgia de reconstrugcdo do LCA €& capaz de modular o processo inflamatorio
(BARKER et al., 2009). Além disso, a suplementacéo dietética com essas vitaminas
também pode ser utilizada na prevencao da osteoartrose, agindo sobre os fatores
envolvidos no processo que leva a degeneracao (KURZ; JOST; SCHUNKE, 2002).

2.5 BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E PROTEINA C REATIVA

Quando a producdo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a
capacidade de acao dos antioxidantes, se favorece a oxidacdo de biomoléculas,
gerando metabdlicos especificos, os marcadores do estresse oxidativo, que podem
ser identificados e quantificados. Tais marcadores sdo derivados, sobretudo, da
oxidacao de lipideos, proteinas e acido desoxirribonucleico, sendo os primeiros de
maior expressao (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004; VINCENT; INNES; VINCENT,
2007; MAYNE, 2003). Assim, os marcadores do estresse oxidativo constituem
ferramentas uteis na avaliagao dos possiveis efeitos e implicagdes da dieta sobre o
referido processo (BARBOSA et al., 2010).

Dentre os biomarcadores do sistema de defesa antioxidante, a dosagem da
atividade de enzimas antioxidantes, como a catalase, tem sido bastante empregada
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para avaliar o estresse oxidativo. Esta enzima faz parte de um sistema de defesa,
que age por meio de mecanismos de prevengao, impedindo e/ou controlando a
formacado de radicais livres e espécies nao-radicais, envolvidos na ocorréncia de
danos oxidativos (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004).

Para a analise dos marcadores de defesa antioxidante ndo enzimatico, tem-se
utilizado a avaliacdo dos niveis de polifendis totais. Estes compostos fendlicos
constituem um grupo heterogéneo, formado por varias classes de substancias com
propriedade antioxidante (FRANKEL et al., 1995).

Atualmente o malondaldeido € considerado um biomarcador de peroxidagao
lipidica, sendo aferido por meio da dosagem de substéncias que reagem ao acido
tiobarbitarico (TBARs) (SOUZA; OLIVEIRA; PEREIRA, 2005). Este metabdlito
secundario da oxidagao de lipideos € derivado da B-ruptura de endociclizagdo de
acidos graxos poli-insaturados com mais de duas duplas ligacbes (PETERSEN &
DOORN, 2004).

Ja, os grupamentos sulfidrila sdo compostos que possuem grande
importancia no sistema antioxidante por oferecerem suas ligacbes (—SH) a
Glutationa (GSH), auxiliando, portanto, na atenuagdo das respostas de estresse
oxidativo (FAURE & LAFOND, 1995). A glutadiona reduzida € o principal tiol n&o-
protéico celular livre, e também o principal antioxidante endégeno do organismo.

A proteina C reativa (PCR) é uma das proteinas de fase aguda, cuja
concentragdo seérica se altera durante quadros inflamatérios (PIERRAKOS &
VINCENT, 2010). Sua secrecdo é predominantemente hepatica e comeca 4 a 6
horas apés o estimulo; duplica a cada 8 horas e atinge o pico entre 36 e 50 horas. A
PCR tem meia vida plasmatica de 19 horas e mesmo apds estimulo unico, como
trauma ou cirurgia, pode levar varios dias até retornar a niveis basais (MITAKA,
2005). Em fungdo de sua meia-vida longa, a PCR pode também permanecer elevada
durante processos inflamatérios crénicos (PIERRAKOS & VINCENT, 2010).

2.6 SUPLEMENTAGCAO DIETETICA COM ACIDO GRAXO OMEGA-3

A suplementagcdo com &cido graxo émega-3 tem recebido destaque por
estimular as defesas antioxidantes e antiinflamatérias do organismo. O édmega-3 é
um acido graxo poliinsaturado de cadeia longa, que possui eficiente agao

antiinflamatoria devido a sua fungdo como precursor dos eicosandides, 0s quais por
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sua vez agem como mediadores e reguladores da inflamagao (RUXTON et al., 2004;
SIERRA et al., 2008; FERRUCCI et al., 2006). Além disso, a suplementagdao com
Omega-3, ao inibir os metabdlitos do acido araquiddénico e prostaglandina Eo,
possibilita a diminuicdo das ERO. Esse acido graxo € encontrado na dieta rica em
peixe e em Oleo de peixe, entretanto uma concentragdo minima e adequada deve
ser ingerida para proporcionar seus beneficios (ANDRADE; RIBEIRO; CARMO,
2006).

Ensaios clinicos e experimentais tém demonstrado os efeitos positivos da
suplementagao dietética com acido graxo 6mega-3 sobre a osteoartrose e outras
condigdes patoldgicas. Esse € o caso de estudos clinicos que abordam os efeitos
desse acido graxo sobre a reducdo da taxa cardiaca basal, e a variabilidade da
freqiéncia cardiaca (CHRISTENSEN et al., 1999; CHRISTENSEN & SCHMIDT,
2007; CHRISTENSEN, 2011). Relativamente a osteoartrose, um ensaio clinico
randomizado recente demonstrou que a suplementagédo dietética com émega-3 €&
capaz de reduzir significativamente o desconforto no joelho devido a osteoartrose
(GRUENWALD et al., 2009).

Para além desses estudos, outros realizados em modelos experimentais
descrevem os efeitos benéficos da suplementagdo com émega-3 sobre o alivio dos
sinais clinicos e redugao da osteoartrose (VANDEWEERD et al., 2012; KNOTT et al.,
2011). Por sua vez, estudos in vitro descrevem os efeitos benéficos do tratamento
com dmega-3 na prevencgao da degradagao da cartilagem (WANN et al., 2010).

Portanto, além de controlar as respostas antiinflamatorias, o émega-3 controla
a acao dos radicais livres, influenciando na manutencdo da homeostase celular
(GARCIA et al., 2010). Devido aos efeitos do acido graxo 6mega-3, a sua
suplementagéao tem sido indicado para a manutenc¢ao do equilibrio entre mediadores
pré e antiinflamatorios, na neutralizagdo do estresse oxidativo, bem como na inibicdo
de proteases responsaveis pela degradagao de proteinas da cartilagem articular em
individuos portadores de osteoartrose (ZAINAL et al., 2009).

Assim, este estudo busca elucidar qual o efeito da suplementacdo de curta
duragcdo com o antioxidante édmega-3 sobre o estresse oxidativo e o processo
inflamatdrio em individuos submetidos a intervencéo fisioterapica pés-reconstrugao
do LCA. Esse € um tema carente de investigagdes, que por meio do artigo a seguir,

busca-se esclarecer os efeitos bioquimicos fisioldgicos desta suplementagéo.
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Efeitos da suplementagao com 6mega-3 sobre o estresse oxidativo e o
processo inflamatério em individuos submetidos a intervencgao fisioterapica

poés-reconstrugao do ligamento cruzado anterior: ensaio clinico randomizado

RESUMO

Introducgéo: As lesdes do ligamento cruzado anterior (LCA) proporcionam a ativagao
de um processo inflamatério com formacédo de radicais livres de oxigénio, que
quando em excesso podem desencadear dano oxidativo a articulagdo do joelho e
demais estruturas proximas a articulacdo. Objetivos: Avaliar os efeitos da
suplementagdo oral com dmega-3 sobre marcadores de estresse oxidativo em
individuos submetidos a reconstrugao do LCA. Metodologia: Este estudo é ensaio
clinico prospectivo, randomizado, controlado e uni cego, com amostra de 25
individuos submetidos a reconstru¢ao do LCA, separados aleatoriamente em: Grupo
O6mega-3 (GO), suplementado diariamente com 2g de 6mega-3 durante 15 dias, pos-
reconstrugdo do LCA; e Grupo controle (GC), ndo suplementado. Foi realizada
coleta de sangue e de liquido sinovial imediatamente antes do procedimento
cirargico e 15 dias pos-reconstrugdo do LCA. As analises bioquimicas avaliaram os
niveis de produtos de lipoperoxidagdo (MDA); atividade da catalase; grupos
sulfidrilicos totais e polifendis e proteina C-Reativa (PCR). Resultados: Observou-se
diminuicdo significativa nos niveis de MDA no GO em comparagéo ao grupo GC
(p<0,05), e da mesma forma, que a atividade da enzima antioxidante catalase foi
significativamente menor no GO quando comparado ao GC (p<0,001). Também
foram observados niveis significativamente elevados de grupos -SH totais no plasma
dos individuos suplementados quando comparados aos do GC (p<0,001). Além
disso, foram observados niveis significativamente maiores de polifendis (p<0,05)
tanto no plasma quanto no liquido sinovial dos individuos que receberam émega-3
no periodo pds-cirurgico comparado ao pré-cirurgico. Entretanto, ndo foi observado
um efeito protetor da administragcdo do dmega-3 sobre a fungédo antiinflamatéria ao
analisarmos os niveis plasmaticos e sinoviais da PCR. Conclusao: Este estudo
permitiu verificar um efeito protetor da suplementacao dietética com 6mega-3 na
modulagcdo dos marcadores de estresse oxidativo em individuos submetidos a
reconstrucao do LCA.

Palavras-chave: Joelho; Ligamento Cruzado Anterior; Estresse Oxidativo; Ensaio
Clinico; Suplementos dietéticos; Acidos Graxos Omega-3.
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ABSTRACT

Background: The anterior cruciate ligament (ACL) injuries provide the activation of
an inflammatory process with formation of free radicals of oxygen, which when in
excess can cause oxidative damage to the knee joint and other structures
surrounding the joint. Objectives: To evaluate the effects of oral supplementation
with Omega-3 on markers of oxidative stress in individuals submitted to ACL
reconstruction. Methods: This study is a randomized clinical trial, controlled and uni
blinded trial, with 25 subjects submitted to ACL reconstruction, randomly assigned in:
Omega-3 Group (OG), supplemented daily with 2 g of Omega-3 during 15 days after
ACL surgery; and Control Group (CG), not supplemented. Blood and synovial fluid
collection was performed immediately before the surgical procedure and 15 days
after ACL reconstruction. Biochemical analyses assessed the levels of
lipoperoxidation products (MDA); catalase activity; total sulfhydryl groups and
polyphenols and C-reactive protein (CRP). Results: We verified a significant
decrease in the levels of MDA in the OG compared to the CG (p<0.05) and, similarly,
that the activity of antioxidant enzyme catalase was significantly lower in the OG
when compared to the CG group (p<0.001). Were also evidence significantly higher
levels of total plasma -SH groups of supplemented individuals when compared to the
CG (p<0.001). In addition, were observed significantly higher levels of polyphenols
(p<0.05) in both plasma and synovial fluid of individuals who received Omega-3 in
the post-surgical period compared to pre-surgery. However, analyzing plasma and
synovial fluid levels of CRP were identified that there were not protective effects of
Omega-3 administration on anti-inflammatory function. Conclusion: The findings
suggest that there is a protective effect of dietary supplementation with Omega-3 in
the modulation of oxidative stress markers in individuals submitted to ACL
reconstruction.

Keywords: Knee; Anterior Cruciate Ligament; Oxidative Stress; Clinical trial; Dietary
Supplements; Fatty Acids, Omega-3.

INTRODUGAO

Dentre os componentes que promovem a estabilizagao do joelho, o ligamento
cruzado anterior (LCA) é a principal estrutura de controle do deslocamento anterior
do joelho sem carga, permitindo a estabilidade no plano sagital. Entretanto, é
também a estrutura mais vulneravel nas lesbes, estando envolvido em 50% das
lesdes ligamentares dessa articulagdo’. A prevaléncia de lesdes deste ligamento na
populacdo é elevada, principalmente no meio esportivo, cuja incidéncia é 1/3.000
habitantes, do qual o futebol é a atividade esportiva mais determinante no Brasil®.
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Nas primeiras 24 horas que se seguem a lesdo do LCA ocorre aumento local
de agentes oxidantes, devido a invasdo e ativagao de um infiltrado de neutrdfilos,
secrecdo de proteases, bem como geracgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)>.
Além disso, estudos demonstram que citocinas proé-inflamatérias e marcadores de
estresse oxidativo estdo aumentados na circulagdo sanguinea e no liquido sinovial
mesmo apds a reconstrugdo do LCA*°. O estresse oxidativo resulta de um
desequilibrio entre a produgao de agentes oxidantes, como, por exemplo as ERO e
as espécies reativas de nitrogénio, e o sistema de defesa antioxidante do
organismo®. Sendo responsavel por alteragdes no metabolismo celular que, quando
excessivas e néo neutralizadas, conduzirdo ao agravamento da lesdo e ao maior
dano das estruturas préximas a lesdo®.

Entretanto, o dano oxidativo pode ser minimizado pela acdo do sistema de
defesa antioxidante endogeno, que pode ser auxiliado pela acdo de suplementos
antioxidantes exégenos’. Nesse sentido, a suplementacéo com &cido graxo 6mega-3
tem recebido destaque por estimular as defesas antioxidantes do organismo.
Estudos recentes em modelos experimentais descrevem os efeitos benéficos da
suplementagdo com acido graxo 6mega-3 sobre o alivio dos sinais clinicos e
reducédo da osteoartrose®®. Estudo in vitro também demonstrou efeito positivo do
acido graxo dmega-3 sobre produgao de interleucina-6 e fibroblastos no processo de

1", Além desses, outros estudos tém

recuperacao do ligamento colateral media
demonstrado efeitos benéficos e potencial efeito terapéutico da suplementagdo com
acido graxo Omega-3 sobre inumeros processos-doenga, como hiperlipidemia,
doenca hepatica alcoodlica e trauma cerebral, dentre outros'"1%13,

Contudo, apesar do crescente interesse pelos beneficios da suplementacao
com 6mega-3 e seu potencial efeito terapéutico, até o momento n&o ha estudos
descrevendo os efeitos da suplementagdo oral com acido graxo 6mega-3 sobre
marcadores de estresse oxidativo e processo inflamatdrio em individuos submetidos
a intervencgao fisioterapica poés-reconstrugao do LCA. Diante deste contexto, este
ensaio clinico randomizado tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementagao
oral com acido graxo 6mega-3 sobre marcadores de estresse oxidativo e processo
inflamatdrio em individuos submetidos a intervencéo fisioterapica pés-reconstrugao

do LCA.
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MATERIAL e METODOS

Delineamento do estudo

O presente estudo caracteriza-se como ensaio clinico prospectivo,
randomizado, controlado e uni cego. No estudo foi avaliada a eficacia da
suplementagdo oral com acido graxo 6mega-3 sobre marcadores de estresse
oxidativo em individuos submetidos a reconstrucdo do LCA, recrutados por
conveniéncia através dos registros de atendimento do Grupo de Joelho do Hospital
Ortopédico de Passo Fundo. O estudo esta de acordo com normas éticas e foi
avaliado pelo do Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA, parecer sob o n°
075/05.

Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo foram: adultos jovens do sexo masculino; com idade
acima de 18 anos e abaixo de 40 anos; presenga de ruptura total ou parcial do LCA
unilateral associada ou n&o a lesdo meniscal e/ou condral nos ultimos seis meses.

Ja os critérios de exclusdo foram: reincidente em lesbes ligamentares do
joelho acometido; historia prévia de lesdes musculo-esqueléticas de membros
inferiores; doencga cardiovascular sistémica ou periférica; trombose venosa profunda;
tromboembolia pulmonar; disturbios de coagulagéo; doenga arteriocoronaria; doenga
vascular periférica; acidente vascular cerebral; diabetes mellitus; cancer; disfuncao
hepatica ou renal; uso de medicagdo antiinflamatéria ou antioxidante;
suplementacdo com Vitamina C ou E; dieta rica em salmao, atum, bacalhau,

arenque, cavalinha, sardinha, truta e dleos de peixe; etilista; tabagista.

Populacao e amostra

A populacdo foi composta por individuos que foram submetidos a
reconstrugao do LCA do joelho no periodo de julho a novembro de 2012 pelo Grupo
de Joelho do Hospital Ortopédico de Passo Fundo. Os individuos foram contatados
para agendar um encontro no Hospital Ortopédico de Passo Fundo, para
esclarecimento acerca da pesquisa e anuéncia em participar da mesma. A todos foi
explicado e oferecido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Em seguida

verificaram-se os critérios de elegibilidade.
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Apos, os individuos elegiveis que aceitaram participar livremente do estudo
foram listados e alocados aleatoriamente em dois grupos por meio de um sorteio
(moeda), Grupo Omega-3 (GO) (13 individuos), e Grupo Controle (GC) (12
individuos), totalizando uma amostra de 25 individuos. Os investigadores foram
cegados durante a alocag&o dos grupos, tendo em vista que a alocagao foi realizada
por um individuo que nao estava envolvido no estudo.

Quanto ao célculo amostral, por ndo haver estudos nesse tema, o numero foi
inicialmente estimado de acordo com o estudo de Baker et al.™ que, através de um
ensaio clinico randomizado duplo cego, investigou o efeito da pré-suplementagéo
oral com antioxidantes (vitamina C e E) em individuos submetidos a reconstrugéo de
LCA sobre desfechos como resposta inflamatéria e disfungédo muscular. Entretanto,
como o estudo de Baker et al.™ nao avaliava os mesmos marcadores, apds 0s
resultados preliminares obtidos neste estudo, e baseando-se na avaliagdo dos niveis
de polifendis, a qual demonstrou a maior variagao inter-intragrupo foi realizado o
célculo amostral. Por meio do programa livre WinPepi (Copyright JH Abramson,
2012), estimou-se um valor amostral, com um intervalo de confiangca de 95% e
Desvio Padrao de £ 1,48 entre o GO e GC, chegou-se a um total de 20 individuos,
10 no GO e 10 no GC.

Procedimentos

Procedimento cirargico

Para o procedimento cirurgico, utilizou-se a técnica de reconstrucao
anatébmica do LCA por banda simples com enxerto autélogo dos tenddes flexores
(musculos semitendineo e gracilis) quadruplos ipsilateral a lesdo. Todas as cirurgias
foram realizadas pelos mesmos cirurgides de joelho, com conhecimento técnico e

experiéncia pratica para a realizacdo dos procedimentos.

Suplementagdo com émega 3 e grupo controle

O GO foi submetido a suplementacéo com 2g de acido graxo dmega-3 (Dauf®
1000 mg, com registro no Ministério da Saude - 6.2106. 0024.001-3) diarias, durante
15 dias. Estes ingeriram 1 capsula de dmega-3 a cada 12 horas, a partir do dia da
reconstrugdo do LCA. Ja o GC néao fez uso de suplementagdo com acido graxo
Omega-3, realizando igualmente a reconstrugdo de LCA.
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Protocolo de intervengéo fisioterapica

Os individuos dos dois grupos receberam o mesmo protocolo de intervengao
fisioterapica nos primeiros 15 dias consecutivos apds a cirurgia de reconstrugcéo do
LCA, com sessdes diarias de 60 minutos. Esse procedimento é realizado
normalmente apods cirurgias de reconstrugdo do LCA, onde obtivemos 100% de
frequéncia. O protocolo de intervencédo baseou-se em:

- Ganho de amplitude de movimento do joelho: exercicios passivos, ativo-
assistidos e ativos de flexao e extenséo de joelho; 3 séries de 10 repeti¢cdes cada;
com intervalos de 20 segundos;

- Melhora da flexibilidade muscular: alongamento estatico para a musculatura
flexora e extensora do joelho; além da musculatura adutora, abdutora, extensora e
flexora do quadril; dorsiflexora e plantiflexora do tornozelo; 2 séries de 30 segundos
cada; com intervalos de 30 segundos;

- Aumento da forga muscular do quadriceps: exercicios de straight leg raise,
individuo posicionado em decubito dorsal, realiza flexdao do quadril (até 45°) com o
joelho estendido e 0 membro contralateral flexionado em apoio ao solo. O exercicio
foi iniciado sem carga, e, evoluido com peso de 0,5 a 3kg conforme a tolerancia de
cada individuo; 2 séries de 10 repetigdes cada; com intervalos de 60 segundos;

- Reeducacgao neuromuscular e proprioceptiva: exercicios em cadeia cinética
fechada bipodal evoluindo para unipodal, iniciando no solo e evoluindo para um
circuito de dispositivos instaveis (balance, discobol e prancha de freemann); 2 séries
de 30 segundos cada; com intervalos de 30 segundos;

- Treino de marcha: exercicios de deslocamento lateral, anterior e posterior
entre as barras paralelas; 2 séries de 10 repetigdes cada; com intervalos de 60
segundos;

Ao término das sessdes fez-se uso da crioterapia, por 20 minutos, para alivio
da dor e redugdo do edema. O individuo foi posicionado em decubito dorsal, com o
gelo moido em sacos plasticos colocados sobre a regido anterior e posterior do
joelho acometido. Além disso, foi aplicada compressao sobre a regido por meio de
bandagem elastica e elevado o membro inferior com uma cunha (15° de flexdo do
quadril). Nao houve intercorréncias nesse periodo.

Os individuos foram orientados a manter a sua alimentacao habitual durante o

periodo de intervengdo, evitando ingerir alimentos com potencial antioxidante
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adicional. Bem como, a n&o realizar exercicios fisicos domiciliares e uso de qualquer

medicamento anti-inflamatério e/ou analgésico.

Coleta das amostras

O liquido sinovial (5 mL) foi coletado através de uma pun¢ao no joelho, com
agulha introduzida na regido supra patelar externa sob anestesia. Ja a coleta de
sangue foi realizada na fossa antecubital, em tubos de coleta a vacuo heparinizados
(5 mL). O material foi mantido em gelo, centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, € 0
plasma e eritrocitos (lavados trés vezes com igual volume de solugéo fisiologica)
foram armazenados a temperatura de -80°C para analises posteriores.

As coletas do liquido sinovial e sangue foram realizados em duas situagoes:

12 — imediatamente antes da cirurgia de reconstrugao do LCA;

22 — 15 dias ap0ds a reconstrucao, durante o retorno para reavaliagao.

A prescricado do acido graxo 6mega-3, bem como a coleta do sangue e liquido

sinovial foram realizadas pelo mesmo Médico Ortopedista.

Avaliagdes bioquimicas
Peroxidacéo lipidica

A determinacdo da peroxidacao lipidica no plasma foi avaliada por meio do
ensaio que quantifica espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), como
produto final da lipoperoxidagdo. Em resumo, 300 pyL de plasma foram adicionados
em 600 pL de acido tricloroacético 15 % e centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos. A 500 pyL do sobrenadante foi adicionado 500 pyL de acido tiobarbiturico
(TBA) a 0,67 %. As amostras foram aquecidas a 100°C durante 20 minutos e as
espécies reativas ao TBA foram quantificadas a 535 m@m. O 11,3,3,
tetrametoxipropano foi utilizado para a curva padrdo’™. Os resultados foram
expressos em nmol/mg de proteina. O mesmo procedimento foi realizado para

analise no liquido sinovial.

Enzima Catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada pela velocidade de
consumo do peroxido de hidrogénio (H202) a 240 nm. Em resumo, em 100 ul de
eritrocitos hemolisados (1:1) foi adicionado 1 mL de tampéao fosfato de potassio, pH
7.4. Destes, 100 pl foram adicionados ao meio que continha tampao fosfato de
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potassio 50 mM pH 7,4 e H,O, 10 mM. A diferenga na leitura das absorbancias a
240 nm, em determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite estabelecer a
velocidade de reducdo do H;O,, que é proporcional a velocidade da reacgao

enzimatica catalisada pela CAT'®. A atividade foi expressa como k/gHb/min.

Grupos sulfidrilicos totais

Para a quantificagcdo dos grupos sulfidrilicos totais (-SH totais) do plasma, a
amostra foi diluida na proporcdo de 1:500 em tampao fosfato de potassio 1M, pH
7,0. Em 2 mL da diluigdo foi adicionado 20 uL de acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzdico
(DTNB) 30 mM, conforme descrito por Ellman'. A absorbancia de uma amostra
referéncia, sem a adicao de DTNB, foi descontada do valor obtido, a fim de subtrair a
absorbancia causada por substancias interferentes, tais como o grupo heme no
plasma. O desenvolvimento de cor se da pela reagao dos grupos tidis com DTNB, e
consequentemente liberacgo de TNB, a qual pode ser medida

espectrofotometricamente em 412 nm (¢ = 13.600/M.cm).

Polifendis

A determinagdo de polifendis no plasma foi realizada utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu segundo Waterman & Amole™. A solucdo de Folin 1N foi preparada
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu (Merck). Em tubo de ensaio foram adicionados
100 pL de plasma e 300 uyL de acido tricloroacético, apds foram centrifugados a
10.000 rpm. Em 100 pL do sobrenadante foram adicionados 100 uL da solugéo Folin
e 200 uL de solugéo saturada de carbonato de sédio, apds, o volume foi completado
com agua deionizada até 1900 pL. A solugdo reagiu no escuro a temperatura
ambiente por 30 minutos e posteriormente foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro semiautomatizado (Biosystems BTS 350) a 750 nm utilizando
uma curva padrao de acido tanico 0,5 mg/mL. Os resultados foram expressos em
nmol de polifendis/mg de proteina. O mesmo procedimento foi realizado para analise

no liquido sinovial.

Proteina C Reativa
A determinacéo da Proteina C Reativa (PCR) no plasma e no liquido sinovial
foi obtida pelo método de imunoturbidimetria (Kit Biotécnica). As determinagdes

bioquimicas seguiram as instrugdes de fabricante e as leituras espectrofotométricas
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realizadas em espectrofotbmetro semiautomatico Biosystems BTS 350. Os
resultados foram expressos em mg/L.

Anidlise estatistica

A normalidade dos dados foi aferida mediante o uso do teste Shapiro-Wilk. Os
dados foram expressos em mediana (p25;p75), média (desvio padréo) ou frequéncia
absoluta e relativa. Na analise inferencial intragrupos foi utilizado o teste U de
Wilcoxon e na intergrupos o teste U de Mann-Whitney, por meio do programa SPSS
for Windows (verséo 18.0). As diferencas foram consideradas significativas quando p

< 0,05, com um poder estatistico de 80%.

RESULTADOS

No presente estudo 30 individuos foram avaliados quanto a elegibilidade, no
entanto cinco foram excluidos por serem reincidentes em lesbes ligamentares do
joelho acometido. Dos 25 individuos elegiveis, 13 foram alocados e analisados no
GO e 12 no GC. Um fluxograma das inclusbes, exclusbes e o numero final dos

participantes esta ilustrado na Fig. 1.

“Inserir Figura n° 1 aqui”

Na Tabela 1 esta expressa a caracterizagdo (dados antropométricos e lado

operado) dos grupos estudados.

“Inserir Tabela n° 1 aqui”

A avaliacdo dos niveis de peroxidagao lipidica demonstrou reducéo
significativa no liquido sinovial dos individuos de ambos os grupos (GO e GC) pos-
cirurgia quando comparados ao periodo pré-cirurgico (p<0,001; Figura 2). Por outro
lado, na avaliagdo pés-cirurgia, os individuos que receberam suplementagdo com
acido graxo Omega-3 apresentaram niveis significativamente menores de

peroxidagao lipidica quando comparados ao grupo controle (p<0,05; Fig. 2).

“Inserir Figura n° 2 aqui”
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Avaliando os niveis de polifenois, observou-se aumento significativo nos
niveis tanto no plasma (Fig. 3A) quanto no liquido sinovial (Fig. 3B) dos individuos
que receberam acido graxo dmega-3 no periodo pds-cirurgico comparado ao pré-
cirargico (p<0,05). Por outro lado, individuos do grupo controle apresentaram tanto
no periodo pré quanto poés-cirurgico niveis significativamente maiores do qué

aqueles do grupo intervengéo (p<0,001), nas diferentes amostras biologicas.

“Inserir Figura n° 3 aqui”

Outro marcador antioxidante avaliado foi a atividade da enzima CAT, a qual
demonstrou atividade eritrocitaria significativamente diminuida no periodo poés-
cirargico de individuos suplementados com 4&cido graxo ©6mega-3 quando
comparados aos niveis pré-cirurgicos (p<0,03). Diferenga significativa também foi
observada no grupo tratado com 6mega-3 quando comparado ao controle, no

periodo pos-cirurgico (p<0,001), como ilustra a Fig. 4.

“Inserir Figura n° 4 aqui”

Além dos marcadores descritos acima, a quantificacdo dos grupos -SH
demonstrou que, em individuos nao suplementados, no periodo pés-cirurgico houve
uma diminuigéo significativa nos niveis de —SH plasmaticos comparados ao periodo
pré-cirurgia (p<0,001). Por outro lado, houve um aumento significativo nos niveis do
grupo intervengao no periodo pés-cirurgico comparados ao periodo pré-cirurgia
(p<0,05). Além disso, a suplementagdo com acido graxo émega-3 foi capaz de
aumentar significativamente os niveis de grupos —SH plasmaticos dos individuos
suplementados quando comparados aos nao suplementados no periodo pds-cirurgia

(p<0,001), como mostra a Fig. 5.

“Inserir Figura n° 5 aqui”

Na avaliagdo do marcador inflamatério PCR plasmatico, os individuos
suplementados com émega-3 demonstraram aumento significativo no periodo poés-
cirurgico comparado ao pré-cirurgico (Figura 6A, p <0,001). Por sua vez, no liquido

sinovial o aumento significativo no periodo pds-cirurgico comparado ao pré-cirurgico
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foi observado em ambos os grupos (Figura 6B, p<0,001). Além disso, uma diferenga
basal no periodo pré-cirurgico foi observada entre individuos suplementados quando
comparados aos controles (p<0,001) nas diferentes amostras biolégicas, como
mostra a Fig. 6 (A e B).

“Inserir Figura n° 6 aqui”
DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a ingestdo diaria de 2g de acido
graxo 6mega-3 durante 15 dias, apresenta efeito benéfico sobre a modulagdo de
marcadores de estresse oxidativo de individuos submetidos a reconstrugdao do LCA.
Tendo em vista, que se observou redugdo do estado oxidante celular, representado
pelo biomarcador da peroxidagéao lipidica, e um aumento no estado antioxidante nao
enzimatico (grupos —SH e polifendis), com reducdo da necessidade de acgédo da
enzima antioxidante catalase.

Observamos diminuicdo dos niveis de peroxidagao lipidica no periodo pos-
cirurgico de ambos os grupos comparados ao periodo pré-cirurgico. Esse dado era
esperado tendo em vista a diminuicdo do quadro inflamatério responsavel pela
producao de radicais livres e dano oxidativo tecidual. Entretanto, no periodo pds-
cirurgico a administragdo de émega-3 foi capaz de reduzir significativamente os
niveis de MDA dos individuos suplementados quando comparados aos controles,
demonstrando o efeito protetor do acido graxo poliinsaturado na redugao do estresse
oxidativo tecidual. Nesse sentido, este trabalho corrobora com dados da literatura
que demonstram efeito protetor da administracdo do acido graxo 6mega-3 ou dieta
rica no acido graxo sobre a redugao dos niveis de lipoperoxidagao'"'°.

Em relacdo a atividade enzima antioxidante da CAT, os resultados
demonstraram reducgao significativa na atividade da enzima no pds-operatério do
grupo suplementado quando comparada ao grupo controle. A produgédo excessiva
de ERO pode causar dano celular, incluindo a lipoperoxidacdo, a oxidagao de
proteinas e DNA?. Dessa forma, a suplementagdo com émega-3, ao inibir os
metabdlitos do acido araquidénico e prostaglandina E,, pode levar a a redugéo das
ERO, e possivelmente de H,O, formado em decorréncia da sequéncia de eventos
oxidativos. Esse efeito do 6mega-3 sobre o estado oxidativo celular justificaria a
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menor atividade da enzima catalase nos individuos suplementados quando
comparados aos controles no periodo pés-operatério. Entretanto, avaliando o efeito
da suplementacdo sobre uma populacéo de individuos saudaveis, Ottestad et al.?’
verificaram que a ingestdo de 6leo de peixe por 3 e 7 semanas nao proporciona
alteracdes significativas na atividade plasmatica de enzimas antioxidantes como a
catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase.

A suplementacao alimentar de acidos graxos poliinsaturados, como o émega-
3, tem a capacidade de proteger os tecidos de lesdes desencadeadas por radicais
livres em diversas doengas em que o mecanismo de defesa oxidante/antioxidante
esta alterado®®. Em outras palavras a suplementacdo dietética com Omega-3 conduz
a um aumento na capacidade antioxidante total no pIasmaZ3. Esse efeito foi
observado em nosso estudo, pois encontramos niveis elevados de grupos -SH totais
no plasma dos individuos suplementados quando comparados ao grupo sem
suplementagdo poés-cirurgia. Além disso, a suplementacdo com Omega-3
representou um aumento significativo dos polifendis, 0 que ocorreu tanto no plasma
quanto no liquido sinovial no periodo pds-cirurgico quando comparado ao pré-
cirurgico. Compostos bioativos tais como os polifendis, encontrados em diversas
fontes alimentares, dentre elas o acido graxo dmega-3, s&do capazes de prevenir ou
atenuar o dano causado pelo estresse oxidativo. Os polifendis sdo os antioxidantes
mais abundantes da dieta, e tem demonstrado melhorar o estado de diferentes
biomarcadores do estresse oxidativo, neutralizando radicais livres e protegendo as
células do dano oxidativo. Nesse estudo, maiores niveis de polifendis observados no
liguido sinovial do pacientes no pés-cirurgico, podem estar relacionados com
menores niveis do biomarcador de estresse oxidatico MDA.

Apesar do acido graxo 6mega-3 demonstrar efeitos antioxidantes, ao
analisarmos a concentracdo dos niveis plasmaticos e sinoviais da PCR, nao
verificamos um efeito positivo na sua funcéo antiinflamatéria. Tendo em vista que o
Omega-3 esta diretamente ligado a inflamacéo por ser precursor de uma familia de
compostos conhecidos como eicosandides, 0s quais sao responsaveis por mediar e
regular o processo inflamatério®*. No entanto, outros estudos ndo encontraram
alteracgdes significativas em marcadores inflamatérios quando comparado o nivel

sérico basal da PCR?*'%*%  Ja Bowden et al. %'

verificaram uma diminuicao
significativa nos valores da PCR plasmatica em pacientes com doenga renal que

fizeram uso de capsulas de 6leo de peixe. Nesse estudo observamos que no plasma
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e no liquido sinovial de individuos suplementados houve um aumento dos niveis da
PCR no periodo pés-cirurgico quando comparado ao pré-cirurgico. Este achado
também foi encontrado no grupo controle, demonstrando assim que o procedimento
cirargico pelo qual os individuos sdo submetidos pode elevar os niveis da PCR, no
entanto, abaixo do previsto para indicar um processo inflamatério (> 5mg/L)%.

Evidéncias epidemioldgicas sobre os beneficios do consumo do acido graxo
dmega-3 foram acumuladas ao longo das Ultimas décadas®. Porém, do nosso
conhecimento esse é o primeiro estudo que avaliou o impacto da suplementagao
dietética com dmega-3 sobre o estresse oxidativo plasmatico e do liquido sinovial de
individuos submetidos a reconstrugao do LCA.

De maneira importante, essa capacidade do acido graxo Omega-3 em
modular os marcadores de estresse oxidativo pelo aumento na capacidade
antioxidante total, previne danos as demais estruturas articulares, como o menisco e
a cartilagem articular, proporcionando assim a manutencdo da funcionalidade
articular do joelho, com repercussdes positivas sobre as atividades de vida diarias e
qualidade de vida destes individuos.

O presente estudo apresenta limitagbes que podem gerar discussédo. O
periodo de suplementagdo estd abaixo daquele descrito na literatura para a
otimizacao dos efeitos benéficos da suplementacdo com édmega-3. Os individuos
foram orientados a manter a sua alimentagdo habitual durante o periodo de
intervengao, evitando ingerir suplementos antioxidantes adicionais. Entretanto, ainda
assim, uma ingestdo de alimentos com potencial antioxidante desproporcional entre
os grupos pode ter ocorrido. Isso justificaria as diferengas pré-operatorias
encontradas nos niveis de polifendis das amostras coletadas. Porém, mesmo em um
curto periodo de suplementacdo, com uma amostra pequena, e por tratar-se de um
ensaio clinico, alguns resultados demonstram um poder de 80%, o que é satisfatorio.

Outros estudos, em processos-doenca distintos, encontraram efeitos similares
sobre o nivel de estresse oxidativo quando individuos foram suplementados com
Omega-3, corroborando os resultados encontrados. Entretanto, ainda permanece a
lacuna da investigacdo dos efeitos clinicos e sobre marcadores do processo
inflamatorio nessa mesma populagao. Desta forma, destacamos a importancia de
novas pesquisas que elucidem os efeitos da suplementagcdo com 6mega-3 sobre

outros parametros, em longo prazo e no tratamento de diferentes lesdes
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musculoesqueléticas, que possam desencadear estresse oxidativo e causar lesao

tecidual e comprometimento da qualidade de vida do paciente.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram efeito benéfico da suplementacgao
dietética com &acido graxo 6mega-3 na modulagdo dos marcadores de estresse
oxidativo em individuos submetidos a intervencgao fisioterapica pds-reconstrucdo do
LCA, fato que pode prevenir os danos causados pelos radicais livres nas estruturas
periarticulares e o agravamento da lesdo no joelho acometido.
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TABELAS

Tabela 1 - Caracterizagdo da amostra separada por grupos.

Dados Antropométricos® Lado Operado®
Grupo Idade Massa Corporal Estatura LD LND
(anos) (Kg) (cm)
GO 25,7+ 75,7+ 173,2+ 8 5
5,6 12,9 5,3 (61,5%) (38,5%)
GC 28,1+ 80,1+ 175,8+ 9 3
6,1 16,2 59 (75,0%) (25,0%)

LD=lado dominante, LND=lado ndo dominante, GO=grupo dmega-3, GC=grupo controle. ®Valores
expressos em meédiatdesvio padrao. ®Valores expressos em frequéncia absoluta e relativa.
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Figura 1 - Fluxograma do processo de recrutamento e alocagao dos participantes.
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Figura 2 - Niveis plasmaticos e sinoviais de peroxidacao lipidica.

Legenda: Niveis de MDA expressos como mediana (p25;p75). °Diferenca significativa na comparagao
intra-grupos (p<0,05). *Diferenca significativa na comparagéo intergrupos pods-cirurgia (p<0,05).
A=Plasma; B=Liquido sinovial; Pré=pré-cirurgia; Pés=pos-cirurgia; GC=grupo controle; GO=grupo
Omega-3.
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Figura 3 - Niveis plasmaticos e sinoviais de polifendis.

Legenda: Niveis de polifendis expressos como mediana (p25;p75). °Diferenga significativa em
comparacgao intra-grupo (p<0,05). **Diferencga significativa na comparagao intergrupos pré-cirurgia
(p=0,05). *Diferenca significativa na comparagéo intergrupos pos-cirurgia (p<0,05). A=Plasma;
B=Liquido sinovial; Pré=pré-cirurgia; Pés=p6és-cirurgia; GC=grupo controle; GO=grupo Omega-3.
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Figura 4 — Atividade eritrocitaria da enzima antioxidante catalase.

Legenda: Atividade da Catalase expressa como mediana (p25;p75). °Diferenga significativa na
comparag&o intra-grupos (p<0,05). *Diferenca significativa na comparagéo intergrupos pés-cirurgia
(p=0,05). Pré=pré-cirurgia; P6s=pds-cirurgia; GC=grupo controle; GO=grupo Omega-3.
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Figura 5 — Niveis plasmaticos de grupos- SH.

Legenda: Niveis de grupos—SH plasmaticos expressos como mediana (p25;p75). °Diferenca
significativa na comparagao intra-grupos (p<0,05). *Diferenca significativa na comparacéo intergrupos
pos-cirurgia (p<0,05). Pré=pré-cirurgia; Pés=pds-cirurgia; GC=grupo controle; GO=grupo Omega-3.
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Figura 6 - Niveis plasmaticos e sinoviais da PCR.

mgl'l

mg'l
1
e

Legenda: Niveis da PCR expressos como mediana (p25;p75). “Diferencga significativa na comparagao
intra-grupos (p<0,05). **Diferenca significativa na comparagéo intergrupos pré-cirurgia (p<0,05).
A=Plasma; B=Liquido sinovial; Pré=pré-cirurgia; Pés=pos-cirurgia; GC=grupo controle; GO=grupo
Omega-3.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste estudo demonstraram um efeito benéfico da
suplementagao dietética com dmega-3 na modulagdo dos marcadores de estresse
oxidativo em individuos submetidos a reconstrugdo do LCA, fato que pode prevenir
os danos causados pelos radicais livres nas estruturas periarticulares e o

agravamento da lesao no joelho acometido.
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ANEXOS

ANEXO A
Normas de formatacao do periddico Acta Médica Portuguesa

Acta Médica Portuguesa’s Publishing Guidelines

Conselho Editorial Acta Médica Por tuguesa
Acta Med Port 2013, 26 de Fevereiro de 2013

1. MISSAO

Publicar trabalhos cientificos originais e de revisao na area biomeédica da mais
elevada qualidade, abrangendo varias areas do conhecimento médico, e ajudar os
médicos a tomar melhores decisbes.

Para atingir estes objectivos a Acta Médica Portuguesa publica artigos
originais, artigos de revisdo, casos clinicos, editoriais, entre outros, comentando
sobre os factores clinicos, cientificos, sociais, politicos e econdmicos que afectam a
saude. A Acta Médica Portuguesa pode considerar artigos para publicacdo de
autores de qualquer pais.

2. VALORES

Promover a qualidade cientifica.

Promover o conhecimento e actualidade cientifica.
Independéncia e imparcialidade editorial.

Etica e respeito pela dignidade humana.
Responsabilidade social.

3. VISAO

Ser reconhecida como uma revista médica portuguesa de grande impacto
internacional.

Promover a publicagédo cientifica da mais elevada qualidade privilegiando o
trabalho original de investigagdo (clinico, epidemiologico, multicéntrico, ciéncia
basica).

Constituir o férum de publicacdo de normas de orientagao.

Ampliar a divulgacao internacional.

Lema: “Primum non nocere, primeiro a Acta Médica Portuguesa”.

4. INFORMAGAO GERAL

A Acta Médica Portuguesa é a revista cientifica com revisdo pelos pares
(peer-review) da Ordem dos Médicos. E publicada continuamente desde 1979,
estando indexada na PubMed / Medline desde o primeiro numero. Desde 2010 tem
Factor de Impacto atribuido pelo Journal Citation Reports - Thomson Reuters.

A Acta Médica Portuguesa segue a politica do livre acesso. Todos os seus
artigos estao disponiveis de forma integral, aberta e gratuita desde 1999 no seu site
www.actamedicaportuguesa.com e através da Medline com interface PubMed.
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A taxa de aceitacdo da Acta Médica Portuguesa é aproximadamente de 55%
dos mais de 300 manuscritos recebidos anualmente.

Os manuscritos devem ser submetidos online via “Submissées Online”
http://www.atamedicaportuguesa.com/revista/index.php/amp/about/submissions#onli
neSubmissions.

A Acta Médica Portuguesa rege-se de acordo com as boas normas de edigao
biomédica do International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), do
Committee on Publication Ethics (COPE), e do EQUATOR Network Resource Centre
Guidance on Good Research Report (desenho de estudos).

A politica editorial da Revista incorpora no processo de revisdo e publicagao
as Recomendacgdes de Politica Editorial (Editorial Policy Statements) emitidas pelo
Conselho de Editores Cientificos (Council of Science Editors), disponiveis em
http://www.councilscienceeditors.org/i4a/pages/index.cfm?pageid=3331, que cobre
responsabilidades e direitos dos editores das revistas com arbitragem cientifica. Os
artigos propostos ndao podem ter sido objecto de qualquer outro tipo de publicagéo.
As opinides expressas sao da inteira responsabilidade dos autores. Os artigos
publicados ficardo propriedade conjunta da Acta Médica Portuguesa e dos autores.

A Acta Médica Portuguesa reserva-se o direito de comercializagdo do artigo
enquanto parte integrante da revista (na elaboragdo de separatas, por exemplo). O
autor devera acompanhar a carta de submissao com a declaracdo de cedéncia de
direitos de autor para fins comerciais.

Relativamente a utilizagdo por terceiros a Acta Médica Portuguesa rege-se
pelos termos da licenga Creative Commons ‘Atribuicdo — Uso Nao-Comercial —
Proibicdo de Realizag&o de Obras Derivadas (by-nc-nd)’.

Apods publicagdo na Acta Médica Portuguesa, os autores ficam autorizados a
disponibilizar os seus artigos em repositérios das suas instituicbes de origem, desde
que mencionem sempre onde foram publicados.

5. CRITERIO DE AUTORIA

A revista segue os critérios de autoria do “International Commitee of Medical
Journal Editors” (ICMJE).

Todos designados como autores devem ter participado significativamente no
trabalho para tomar responsabilidade publica sobre o conteudo e o crédito da
autoria.

Autores sao todos que:

1. Tém uma contribuicdo intelectual substancial, directa, no desenho e elaboracao
do artigo

2. Participam na analise e interpretacdo dos dados

3. Participam na escrita do manuscrito, revendo os rascunhos; ou na revisao critica
do conteudo; ou na aprovacgao da versao final

As condigdes 1, 2 e 3 tém de ser reunidas.

Autoria requer uma contribuicdo substancial para o manuscrito, sendo pois
necessario especificar em carta de apresentagao o contributo de cada autor para o
trabalho.

Ser listado como autor, quando n&o cumpre os critérios de elegibilidade, é
considerado fraude.

Todos os que contribuiram para o artigo, mas que ndo encaixam nos critérios
de autoria, devem ser listados nos agradecimentos.
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Todos os autores, (isto €, o autor correspondente e cada um dos autores)
terdo de preencher e assinar o “Formulario de Autoria” com a responsabilidade da
autoria, critérios e contribuigcdes; confltos de interesse e financiamento e
transferéncia de direitos autorais / copyright.

O autor Correspondente deve ser o intermediario em nome de todos os co-
autores em todos os contactos com a Acta Médica Portuguesa, durante todo o
processo de submissdo e de revisdo. O autor correspondente € responsavel por
garantir que todos os potenciais conflitos de interesse mencionados s&o correctos. O
autor correspondente deve atestar, ainda, em nome de todos os co-autores, a
originalidade do trabalho e obter a permissao escrita de cada pessoa mencionada na
seccao “Agradecimentos”.

6. COPYRIGHT | DIREITOS AUTORAIS

Quando o artigo é aceite para publicacdo € mandatorio o envio via e-mail de
documento digitalizado, assinado por todos os Autores, com a partilha dos direitos
de autor entre autores e a Acta Médica Portuguesa.

O(s) Autor(es) deve(m) assinar uma copia de partilha dos direitos de autor
entre autores e a Acta Médica Portuguesa quando submetem o manuscrito,
conforme minuta publicada em anexo:

Nota: Este documento assinado s6 devera ser enviado quando o manuscrito for
aceite para publicagao.

Editor da Acta Médica Portuguesa

O(s) Autor(es) certifica(m) que o} manuscrito intitulado:
(ref. AMP ) é
original, que todas as afirmacgbes apresentadas como factos sdo baseados na
investigacdo do(s) Autor(es), que o manuscrito, quer em parte quer no todo, néo
infringe nenhum copyright e ndo viola nenhum direito da privacidade, que n&o foi
publicado em parte ou no todo e que nao foi submetido para publicagdo, no todo ou
em parte, noutra revista, e que os Autores tém o direito ao copyright.

Todos os Autores declaram ainda que participaram no trabalho, se
responsabilizam por ele e que nao existe, da parte de qualquer dos Autores conflito
de interesses nas afirmagdes proferidas no trabalho.

Os Autores, ao submeterem o trabalho para publicagao, partilham com a Acta
Médica Portuguesa todos os direitos a interesses do copyright do artigo.

Todos os Autores devem assinar

Data:

Nome (maiusculas):
Assinatura:

7. CONFLITOS DE INTERESSE

O rigor e a exactidao dos conteudos, assim como as opinides expressas sao
da exclusiva responsabilidade dos Autores. Os Autores devem declarar potenciais
conflitos de interesse. Os autores sdo obrigados a divulgar todas as relagbes
financeiras e pessoais que possam enviesar o trabalho.

Para prevenir ambiguidade, os autores tém que explicitamente mencionar se
existe ou nao conflitos de interesse.
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Essa informacao nao influenciara a decisédo editorial mas antes da submissao
do manuscrito, os autores tém que assegurar todas as autorizagdes necessarias
para a publicagcao do material submetido.

Se os autores tém duvidas sobre o que constitui um relevante interesse
financeiro ou pessoal, devem contactar o editor.

8. CONSENTIMENTO INFORMADO e APROVAGAO ETICA

Todos os doentes (ou seus representantes legais) que possam ser
identificados nas descricbes escritas, fotografias e videos deverdo assinar um
formulario de consentimento informado para descricdo de doentes, fotografia e
videos. Estes formularios devem ser submetidos com o manuscrito.

A Acta Médica Portuguesa considera aceitavel a omissdo de dados ou a
apresentacao de dados menos especificos para identificacdo dos doentes. Contudo,
nao aceitaremos a alteragdo de quaisquer dados.

Os autores devem informar se o trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica
da instituicdo de acordo com a declaragao de Helsinquia.

9. LINGUA

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou em inglés. Os titulos e os
resumos tém de ser sempre em portugués e em inglés.

10. PROCESSO EDITORIAL

O autor correspondente recebera notificagcdo da recepgao do manuscrito e
decisdes editoriais por email.

Todos os manuscritos submetidos sao inicialmente revistos pelo editor da
Acta Médica Portuguesa. Os manuscritos sdo avaliados de acordo com os seguintes
critérios: originalidade, actualidade, clareza de escrita, método de estudo apropriado,
dados validos, conclusbes adequadas e apoiadas pelos dados, importadncia, com
significAncia e contribuicdo cientifica para o conhecimento da &rea, e nao
submetidos para publicagédo noutros locais.

A Acta Médica Portuguesa segue um rigoroso processo cego (single-blind) de
revisdo por pares (peer-review, externos a revista). Os manuscritos recebidos serao
enviados a peritos das diversas areas, os quais deverao fazer os seus comentarios,
incluindo a sugestao de aceitagdo, aceitagdo condicionada a pequenas ou grandes
modificagdes ou rejeigcdo. Na avaliagéo, os artigos poderao ser:

a) aceites sem alteragdes;

b) aceites apds modificagdes propostas pelos consultores cientificos;

Cc) recusados.

Estipula-se para esse processo o seguinte plano temporal:

* Apds a recepcao do artigo, o Editor-Chefe, ou um dos Editores Associados,
enviara o manuscrito a, no minimo, dois revisores, caso esteja de acordo com as
normas de publicagdo e se enquadre na politica editorial. Podera ser recusado nesta
fase, sem envio a revisores.

* Quando receberem a comunicacao de aceitagédo, os Autores devem remeter
de imediato, por correio electronico, o formulario de partilha de direitos que se
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encontra no site da Acta Médica Portuguesa, devidamente preenchido e assinado
por todos os Autores.

* No prazo maximo de quatro semanas, o revisor devera responder ao editor
indicando os seus comentarios relativos ao manuscrito sujeito a revisdo, e a sua
sugestdo de quanto a aceitacdo ou rejeicdo do trabalho. O Conselho Editorial
tomara, num prazo de 15 dias, uma primeira decisdo que podera incluir a aceitacao
do artigo sem modificagdes, o envio dos comentarios dos revisores para que 0s
Autores procedam de acordo com o indicado, ou a rejeigao do artigo.

Os Autores dispéem de 20 dias para submeter a nova versao revista do
manuscrito, contemplando as modificacbes recomendadas pelos peritos e pelo
Conselho Editorial. Quando sao propostas alteragdes, o autor devera enviar, no
prazo maximo de vinte dias, um e-mail ao editor respondendo a todas as questbes
colocadas e anexando uma versao revista do artigo com as alteragdes inseridas
destacadas com cor diferente.

* O Editor-Chefe dispde de 15 dias para tomar a decisdo sobre a nova versao:
rejeitar ou aceitar o artigo na nova versdo, ou submeté-lo a um ou mais revisores
externos cujo parecer podera, ou nao, coincidir com os resultantes da primeira
revisao.

» Caso 0 manuscrito seja reenviado para revisao externa, os peritos dispdem
de quatro semanas para o envio dos seus comentarios e da sua sugestdo quanto a
aceitacao ou recusa para publicagdo do mesmo.

+ Atendendo as sugestbes dos revisores, o Editor-Chefe podera aceitar o
artigo nesta nova versao, rejeita-lo ou voltar a solicitar modificagdes. Neste ultimo
caso, os Autores dispdem de um més para submeter uma versao revista, a qual
poderd, caso o Editor-Chefe assim o determine, voltar a passar por um processo de
revisao por peritos externos.

* No caso da aceitagcdo, em qualquer das fases anteriores, a mesma sera
comunicada ao Autor principal. Num prazo inferior a um més, o Conselho Editorial
enviara o artigo para revisdo dos Autores ja com a formatagao final, mas sem a
numeracgao definitiva. Os Autores dispdem de cinco dias para a revisao do texto e
comunicagdo de quaisquer erros tipograficos. Nesta fase, os Autores ndo podem
fazer qualquer modificagdo de fundo ao artigo, para além das correcgbes de erros
tipograficos e/ou ortograficos de pequenos erros. Nao sdo permitidas,
nomeadamente, alteracbes a dados de tabelas ou graficos, alteracbes de fundo do
texto, etc.

* Apds a resposta dos Autores, ou na auséncia de resposta, apés o decurso
dos cinco dias, o artigo considera-se concluido.

* Na fase de revisdo de provas tipograficas, alteracdes de fundo aos artigos
nao serao aceites e poderao implicar a sua rejeigao posterior por decisao do Editor-
Chefe. Chama-se a atengédo que a transcricdo de imagens, quadros ou graficos de
outras publicacbes devera ter a prévia autorizagao dos respectivos autores para dar
cumprimentos as normas que regem os direitos de autor.

11. PUBLICAGAO FAST-TRACK

A Acta Médica Portuguesa dispde do sistema de publicagdo Fast-Track para
manuscritos urgentes e importantes desde que cumpram os requisitos da Acta
Médica Portuguesa para o Fast-Track.

a) Os autores para requererem a publicagéo fast-track devem submeter o seu
manuscrito em http://www.actamedicaportuguesa.com/ “submeter artigo” indicando
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claramente porque consideram que 0 manuscrito € adequado para a publicacéo
rapida. O Conselho Editorial tomara a decisdo sobre se 0 manuscrito € adequado
para uma via rapida (fast-track) ou para submissao regular;

b) Verifique se o manuscrito cumpre as normas aos autores da Acta Médica
Portuguesa e que contém as informagdes necessarias em todos os manuscritos da
Acta Médica Portuguesa.

c) O Gabinete Editorial ira comunicar, dentro de 48 horas, se 0 manuscrito é
apropriado para avaliacdo fast-track. Se o Editor-Chefe decidir ndo aceitar a
avaliagao fast-track, o manuscrito pode ser considerado para o processo de revisao
normal. Os autores também terdo a oportunidade de retirar a sua submissao.

d) Para manuscritos que sédo aceites para avaliagdo fast-track, a decisédo
Editorial sera feita no prazo de 5 dias uteis.

e) Se o manuscrito for aceite para publicagcdo, o objetivo sera publica-lo,
online, no prazo maximo de 3 semanas apoés a aceitacao.

12. REGRAS DE OURO ACTA MEDICA PORTUGUESA

a) O editor é responsavel por garantir a qualidade da revista e que o que
publica é ético, actual e relevante para os leitores.

b) A gestdo de reclamagdes passa obrigatoriamente pelo editor-chefe e ndo
pelo bastonario.

c) O peer review deve envolver a avaliagdo de revisores externos.

d) A submissao do manuscrito e todos os detalhes associados sdo mantidos
confidenciais pelo corpo editorial e por todas as pessoas envolvidas no processo de
peer-review.

e) A identidade dos revisores € confidencial.

f) Os revisores aconselham e fazem recomendacgdes; o editor toma decisoes.

g) O editor-chefe tem total independéncia editorial.

h) A Ordem dos Médicos nao interfere directamente na avaliagao, selecg¢ao e
edicdo de artigos especificos, nem directamente nem por influéncia indirecta nas
decisOes editoriais.

i) As decisbes editoriais sdo baseadas no mérito de trabalho submetido e
adequacao a revista.

j) As decisbes do editor-chefe ndo s&o influenciadas pela origem do
manuscrito nem determinadas por agentes exteriores.

k) As razdes para rejeicdo imediata sem peer review externo sdo: falta de
originalidade; interesse limitado para os leitores da Acta Médica Portuguesa; conter
graves falhas cientificas ou metodoldgicas; o topico ndo é coberto com a
profundidade necessaria; € preliminar de mais e/ou especulativo; informacao
desactualizada.

I) Todos os elementos envolvidos no processo de peer review devem actuar
de acordo com os mais elevados padrdes éticos.

m) Todas as partes envolvidas no processo de peer review devem declarar
qualquer potencial conflito de interesses e solicitar escusa de rever manuscritos que
sintam que nao conseguirao rever objectivamente.
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13. NORMAS GERAIS

ESTILO

Todos os manuscritos devem ser preparados de acordo com o “AMA Manual
of Style”, 10th ed. e/ou “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals”.

Escreva num estilo claro, directo e activo. Geralmente, escreva usando a
primeira pessoa, voz activa, por exemplo, “Analisamos dados”, e ndo “Os dados
foram analisados”. Os agradecimentos sdo as excepgoes a essa directriz, e deve ser
escrito na terceira pessoa, voz activa; “Os autores gostariam de agradecer”.
Palavras em latim ou noutra lingua que ndo seja a do texto deverao ser colocadas
em italico.

Os componentes do manuscrito sao: Pagina de Titulo, Resumo, Texto,
Referéncias, e se apropriado, legendas de figuras. Inicie cada uma dessas sec¢des
em uma nova pagina, numeradas consecutivamente, comegando com a pagina de
titulo.

Os formatos de arquivo dos manuscritos autorizados incluem o Word e o
WordPerfect. Nao submeta o manuscrito em formato PDF.

SUBMISSAO

Os manuscritos devem ser submetidos online, via “Submiss&o Online” da Acta
Médica Portuguesa
http://www.actamedicaportuguesa.com/revista/index.php/amp/about/submissions#onl
ineSubmissions.

Todos os campos solicitados no sistema de submissao online terdo de ser
respondidos.Apos submissdo do manuscrito o autor recebera a confirmacido de
recepgao e um numero para 0 manuscrito.

Na primeira paginal/ pagina de titulo:

a) Titulo em portugués e inglés, conciso e descritivo

b) Na linha da autoria, liste 0 Nome de todos os Autores (primeiro e ultimo
nome) com os titulos académicos e/ou profissionais e respectiva afiliagao
(departamento, instituicao, cidade, pais)

c) Subsidio(s) ou bolsa(s) que contribuiram para a realizagao do trabalho

d) Morada e e-mail do Autor responsavel pela correspondéncia relativa ao
manuscrito

e) Titulo breve para cabecgalho

Na segunda pagina

a) Titulo (sem autores)

b) Resumo em portugués e inglés. Nenhuma informagao que nao conste no
manuscrito pode ser mencionada no resumo. Os resumos nao podem remeter para
o texto, ndo podendo conter citagbes nem referencias a figuras.

c) Palavras-chave (Keywords). Um maximo de 5 Keywords em inglés
utiizando a terminologia que consta no Medical Subject Headings (MeSH),
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html, devem seguir-se ao resumo.



54

Na terceira pagina e seguintes:
Editoriais:

Os Editoriais serdo apenas submetidos por convite do Editor. Serao
comentarios sobre topicos actuais. Nao devem exceder as 1.200 palavras nem
conter tabelas/figuras e terdo um maximo de 5 referéncias bibliograficas. Nao
precisam de resumo.

Perspectiva:

Artigos elaborados apenas por convite do Conselho Editorial. Podem cobrir
grande diversidade de temas com interesse nos cuidados de saude: problemas
actuais ou emergentes, gestao e politica de saude, histéria da medicina, ligagéo a
sociedade, epidemiologia, etc.

Um Autor que deseje propor um artigo desta categoria devera remeter
previamente ao Editor-Chefe o respectivo resumo, indicacdo dos autores e titulo do
artigo para avaliagao.

Deve conter no maximo 1200 palavras (excluindo as referéncias e as
legendas) e até 10 referéncias bibliograficas. S6 pode conter uma tabela ou uma
figura. Nao precisa de resumo.

Artigos Originais:

O texto deve ser apresentado com as seguintes secgdes: Introdugao
(incluindo Objectivos), Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdes,
Agradecimentos (se aplicavel), Referéncias, Tabelas e Figuras.

Os Artigos Originais ndo deverdo exceder as 4.000 palavras, excluindo
referéncias e ilustragbes. Deve ser acompanhado de ilustragdes, com um maximo de
6 figuras/tabelas e 60 referéncias bibliograficas.

O resumo dos artigos originais ndo deve exceder as 250 palavras e serao
estruturados (com cabegalhos: Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados,
Discussao e Concluséao).

A Acta Médica Portuguesa, como membro do ICMJE, exige como condig&o
para publicagao, o registo de todos os ensaios num registo publico de ensaios aceite
pelo ICMJE (ou seja, propriedade de uma instituicdo sem fins lucrativos e
publicamente acessivel, por ex. clinicaltrials.gov). Todos os manuscritos reportando
ensaios clinicos tém de seguir o CONSORT Statement http://www.consort-
statement.org/.

Numa revisao sistematica ou meta-analise de estudos randomizados siga as
PRIS MA guidelines.

Numa meta-analise de estudos observacionais, siga as MOOSE guidelines e
apresente como um ficheiro complementar o protocolo do estudo, se houver um.

Num estudo de precisdo de diagndstico, siga as ST ARD guidelines.

Num estudo observacional, siga as ST ROBE guidelines.

Num Guideline clinico incentivamos os autores a seguir a GRADE guidance
para classificar a evidéncia.

Artigos de Revisao:

Destinam-se a abordar de forma aprofundada, o estado actual do
conhecimento referente a temas de importancia. Estes artigos serdo elaborados a
convite da equipa editorial, contudo, a titulo excepcional, sera possivel a submissao,
por autores ndao convidados (com ampla experiéncia no tema) de projectos de artigo
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de revisdo que, julgados relevantes e aprovados pelo editor, poderdo ser
desenvolvidos e submetidos as normas de publicagéo.

Comprimento maximo: 3500 palavras de texto (ndo incluindo resumo,
legendas e referéncias). Nado pode ter mais do que um total de 4 tabelas e / ou
figuras, e ndo mais de 50-75 referéncias.

O resumo dos artigos de revisdo nao deve exceder as 250 palavras e serao
estruturados (com cabecalhos: Introdu¢cdo, Materiais e Métodos, Resultados,
Discussao e Concluséo.

Caso Clinico:

O relato de um caso clinico com justificada razdo de publicagdo (raridade,
aspectos inusitados, evolugdes atipicas, inovagdes terapéuticas e de diagndstico,
entre outras). As secgdes serado: Introdugao, Caso Clinico, Discussao, Bibliografia.

O texto ndo deve exceder as 1.000 palavras e 15 referéncias bibliograficas.
Deve ser acompanhado de figuras ilustrativas. O numero de tabelas/figuras nao
deve ser superior a 5.

Inclua um resumo n&o estruturado que nao exceda 150 palavras, que sumarie
0 objectivo, pontos principais e conclusdes do artigo.

Imagens em Medicina (Imagem Médica):

A Imagem em Medicina € um contributo importante da aprendizagem e da
pratica médica. Poderdo ser aceites imagens clinicas, de imagiologia, histopatologia,
cirurgia, etc. Podem ser enviadas até duas imagens por caso.

Deve incluir um titulo com um maximo de oito palavras e um texto com um
maximo de 150 palavras onde se dé informacéo clinica relevante, incluindo um breve
resumo do historial do doente, dados laboratoriais, terapéutica e condigdo actual.
N&o pode ter mais do que trés autores e cinco referéncias bibliograficas. Nao precisa
de resumo.

S6 sao aceites fotografias originais, de alta qualidade, que nao tenham sido
submetidas a prévia publicagdo. Devem ser enviados dois ficheiros: um com a
qualidade exigida para a publicacédo de imagens e outra que serve apenas para
referéncia em que o topo da fotografia deve vir indicado com uma seta. Para
informacgao sobre o envio de imagens digitais, consulte as «Normas técnicas para a
submissé&o de figuras, tabelas ou fotografias».

Guidelines | Normas de orientagao:

As sociedades médicas, os colégios das especialidades, as entidades oficiais
e / ou grupos de meédicos que desejem publicar na Acta Médica Portuguesa
recomendacgdes de pratica clinica, deverao contactar previamente o Conselho
Editorial e submeter o texto completo e a versao para ser publicada. O Editor-Chefe
podera colocar como exigéncia a publicagdo exclusiva das recomendagdes na Acta
Médica Portuguesa.

Podera ser acordada a publicagdo de uma versdo resumida na edigao
impressa cumulativamente a publicacdo da versdao completa no site da Acta Médica
Portuguesa.

Cartas ao Editor:
Devem constituir um comentario a um artigo da revista ou uma pequena nota
sobre um tema ou caso clinico. Ndo devem exceder as 400 palavras, nem conter
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mais de uma ilustracdo e ter um maximo de 5 referéncias bibliograficas. Nao
precisam de resumo.
A(s) resposta(s) do(s) Autor(es) devem observar as mesmas caracteristicas.

Abreviaturas: Nao use abreviaturas ou acronimos no titulo nem no resumo, e
limite 0 seu uso no texto. O uso de acronimos deve ser evitado, assim como 0 uso
excessivo e desnecessario de abreviaturas. Se for imprescindivel recorrer a
abreviaturas ndo consagradas, devem ser definidas na primeira utilizagdo, por
extenso, logo seguido pela abreviatura entre parenteses. Nao coloque pontos finais
nas abreviaturas.

Unidades de Medida: As medidas de comprimento, altura, peso e volume
devem ser expressas em unidades do sistema métrico (metro, quilograma ou litro)
ou seus multiplos decimais.

As temperaturas devem ser dadas em graus Celsius (°C) e a pressao arterial
em milimetros de mercurio (mmHg).

Para mais informacao consulte a tabela de conversao “Units of Measure” no
website da AMA Manual Style.

Nomes de Medicamentos, Dispositivos ou outros Produtos: Use o nome
nao comercial de medicamentos, dispositivos ou de outros produtos, a menos que o
nome comercial seja essencial para a discusséo.

IMAGENS

Numere todas as imagens (figuras, graficos, tabelas, fotografias, ilustragcbes)
pela ordem de citagdo no texto.

Inclua um titulo/legenda para cada imagem (uma frase breve, de preferéncia
com n&o mais do que 10 a 15 palavras).

A publicagao de imagens a cores € gratuita.

No manuscrito, sdo aceitaveis os seguintes formatos: Al, BMP, EMF, EPS,
JPG, PDF, PSD e Tl F, com 300 dpis de resolugcado, pelo menos 1200 pixeis de
largura e altura proporcional.

As Tabelas/Figuras devem ser numeradas na ordem em que sao citadas no
texto e assinaladas em numeracgdo arabe e com identificagéo, figura/tabela. Tabelas
e figuras devem ter numeragao arabe e legenda. Cada Figura e Tabela incluidas no
trabalho tém de ser referidas no texto, da forma que passamos a exemplificar:

Estes sdo alguns exemplos de como uma resposta imunitaria anormal pode
estar na origem dos sintomas da doenga de Behcget (Fig. 4).

Esta associa-se a outras duas lesdes cutaneas (Tabela 1).

Figura: Quando referida no texto € abreviada para Fig., enquanto a palavra
Tabela ndo é abreviada. Nas legendas ambas as palavras sédo escritas por extenso.

Figuras e tabelas serdo numeradas com numeragdo arabe
independentemente e na sequéncia em que sao referidas no texto.

Exemplo: Fig. 1, Fig. 2, Tabela 1

Legendas: ApoOs as referéncias bibliograficas, ainda no ficheiro de texto do
manuscrito, devera ser enviada legenda detalhada (sem abreviaturas) para cada
imagem. A imagem tem que ser referenciada no texto e indicada a sua localizagéo
aproximada com o comentario “Inserir Figura n® 1... aqui”.
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Tabelas: E obrigatério o envio das tabelas a preto e branco no final do
ficheiro. As tabelas devem ser elaboradas e submetidas em documento word, em
formato de tabela simples (simple grid), sem utilizacdo de tabuladores, nem
modificagdes tipograficas. Todas as tabelas devem ser mencionadas no texto do
artigo e numeradas pela ordem que surgem no texto. Indique a sua localizagao
aproximada no corpo do texto com o comentario “Inserir Tabela n° 1...aqui”. Neste
caso os autores autorizam uma reorganizagao das tabelas caso seja necessario.

As tabelas devem ser acompanhadas da respectiva legendaltitulo, elaborada
de forma sucinta e clara.

Legendas devem ser auto-explicativas (sem necessidade de recorrer ao texto)
— € uma declaracgao descritiva.

Legenda/Titulo das Tabelas: Colocada por cima do corpo da tabela e
justificada a esquerda. Tabelas sado lidas de cima para baixo. Na parte inferior serao
colocadas todas as notas informativas — notas de rodapé (abreviaturas, significado
estatistico, etc.) As notas de rodapé para conteudo que n&o caiba no titulo ou nas
células de dados devem conter estes simbolos *, 1, %, §, ||, T, **, 1, £ §S. llII. 19

Figuras: Os ficheiros «figura» podem ser tantos quantas imagens tiver o
artigo. Cada um destes elementos devera ser submetido em ficheiro separado,
obrigatoriamente em versdo electronica, pronto para publicacdo. As figuras
(fotografias, desenhos e graficos) ndo sdo aceites em ficheiros word.

Em formato Tl F, JPG, Al, BMP, EMF, EPS, PDF e PSD com 300 dpis de
resolucao, pelo menos 1200 pixeis de largura e altura proporcional.

As legendas tém que ser colocadas no ficheiro de texto do manuscrito.

Caso a figura esteja sujeita a direitos de autor, é responsabilidade dos autores
do artigo adquirir esses direitos antes do envio do ficheiro a Acta Médica
Portuguesa.

Legenda das Figuras: Colocada por baixo da figura, grafico e justificada a
esquerda. Graficos e outras figuras sdo habitualmente lidos de baixo para cima.

So6 s&o aceites imagens de doentes quando necessarias para a compreensao
do artigo. Se for usada uma figura em que o doente seja identificavel deve ser obtida
e remetida a Acta Médica Portuguesa a devida autorizag&o. Se a fotografia permitir
de forma ébvia a identificagdo do doente, esta podera nao ser aceite. Em caso de
duvida, a decisao final sera do Editor-Chefe.

* Fotografias: Em formato Tl F, JPG, BMP, PDF E PSD com 300 dpis de
resolucao, pelo menos 1200 pixeis de largura e altura proporcional.

* Desenhos e graficos: Os desenhos e graficos devem ser enviados em
formato vectorial (Al, EPS) ou em ficheiro bitmap com uma resolu¢do minima de 600
dpi. A fonte a utilizar em desenhos e graficos sera obrigatoriamente Arial.

As imagens devem ser apresentadas em ficheiros separados submetidos
como documentos suplementares, em condi¢cdes de reprodugédo, de acordo com a
ordem em que sdo discutidas no texto. As imagens devem ser fornecidas
independentemente do texto.

AGRADECIMENTOS (facultativo)

Devem vir apos o texto, tendo como objectivo agradecer a todos os que
contribuiram para o estudo mas nao tém peso de autoria. Nesta secgao é possivel
agradecer a todas as fontes de apoio, quer financeiro, quer tecnolégico ou de
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consultoria, assim como contribuicdes individuais. Cada pessoa citada nesta seccao
de agradecimentos deve enviar uma carta autorizando a inclusdo do seu nome.

REFERENCIAS

Os autores sao responsaveis pela exactidao e rigor das suas referéncias e
pela sua correcta citagao no texto.

As referéncias bibliograficas devem ser citadas numericamente (algarismos
arabes formatados sobrescritos) por ordem de entrada no texto e ser identificadas no
texto com algarismos arabes. Exemplo: “Dimethylfumarate has also been a
systemic therapeutic option in moderate to severe psoriasis since 199413 and in
multiple sclerosis14.”

Se forem citados mais de duas referéncias em sequéncia, apenas a primeira
e a ultima devem ser indicadas, sendo separadas por trago5-9.

Em caso de citacdo alternada, todas as referéncias devem ser digitadas,
separadas por virgula12,15,18.

As referéncias sao alinhadas a esquerda.

Nao deverao ser incluidos na lista de referéncias quaisquer artigos ainda em
preparagcdo ou observagdes nao publicadas, comunicagbes pessoais, etc. Tais
inclusdes s6 sédo permitidas no corpo do manuscrito (ex: P. Andrade, comunicagao
pessoal).

As abreviaturas usadas na nomeacao das revistas devem ser as utilizadas
pelo National Library of Medicine (NLM) Title Journals Abbreviations
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals
Notas: Nao indicar més da publicacao.

Nas referéncias com 6 ou menos Autores devem ser nomeados todos. Nas
referéncias com 7 ou mais autores devem ser nomeados 0s 6 primeiros seguidos de
‘et al”.

Seguem-se alguns exemplos de como devem constar os varios tipos de
referéncias.

Artigo:

Apelido Iniciais do(s) Autor(es). Titulo do artigo. Titulo das revistas
[abreviado]. Ano de publicagéo;Volume: paginas.

1. Com menos de 6 autores

Miguel C, Mediavilla MJ. Abordagem actual da gota. Acta Med Port.
2011;24:791-8.

2. Com mais de 6 autores

Norte A, Santos C, Gamboa F, Ferreira AJ, Marques A, Leite C, et al.
Pneumonia Necrotizante: uma complicagao rara. Acta Med Port. 2012;25:51-5.

Monografia:

Autor/Editor AA. Titulo: completo. Edicdo (se n&o for a primeira). Vol.(se for
trabalho em varios volumes). Local de publicagéo: Editor comercial; ano.

1. Com Autores:

Moore, K. Essential Clinical Anatomy. 4th ed. Philadelphia: Wolters Kluwer
Lippincott Williams & Wilkins; 2011.

2. Com editor:

Gilstrap LC 3rd, Cunningham FG, VanDorsten JP, editors. Operative
obstetrics. 2nd ed. New York: McGraw-Hill; 2002.
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Capitulo de monografia:

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alterations in human solid
tumors. In: Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The genetic basis of human cancer.
New York: Mc-Graw-Hill; 2002. p. 93-113.

Relatério Cientifico/Técnico:

Lugg DJ. Physiological adaptation and health of an expedition in Antarctica:
with comment on behavioural adaptation. Canberra: A.G.P.S.; 1977. Australian
Government Department of Science, Antarctic Division. ANARE scientific reports.
Series B(4), Medical science No. 0126

Documento electrénico:

1.CD-ROM

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

2. Monografia da Internet

Van Belle G, Fisher LD, Heagerty PJ, Lumley TS . Biostatistics: a methodology
for the health sciences [e-book]. 2nd ed. Somerset: Wiley InterScience; 2003
[consultado 2005 Jun 30]. Disponivel em: Wiley InterScience electronic collection.

3. Homepage/Website

Cancer-Pain.org [homepage na Internet]. New York: Association of Cancer
Online Resources, Inc.; c2000-01; [consultado 2002 Jul 9].Disponivel em:
http://www.cancer-pain.org/.

PROVAS TIPOGRAFICAS

Serdo da responsabilidade do Conselho Editorial, se os Autores nao
indicarem o contrario. Neste caso elas deverao ser feitas no prazo determinado pelo
Conselho Editorial, em fungdo das necessidades editoriais da Revista. Os autores
receberdo as provas para publicacdo em formato PDF para correccdo e deverao
devolvé-las num prazo de 48 horas.

ERRATA E RETRAGOES

A Acta Médica Portuguesa publica alteragbes, emendas ou retracgoes a um
artigo anteriormente publicado. Alteragcbes posteriores a publicagdo assumirdo a
forma de errata.

NOTA FINAL

Para um mais completo esclarecimento sobre este assunto aconselha-se a
leitura do Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
do International Commitee of Medical Journal Editors), disponivel em
http://www.ICMJE.org.
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ANEXO B
Parecer do CEP

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
UFCSPA

O Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA, registrado na Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa
{CONEP) sab ¢ n® 075/05 em 23/07/04, analisou o Projeto

Projeto: 12-993 Versao do Projeto: Versao do TCLE:

Pesquisadores:

MARCELO FARIA SILVA

LUIS HENRIQUE TELLES DA ROSA
MARLON FRANCYS VIDMAR

Titulo: EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO COM OMEGA-3 SOBRE MARCADORES
INFLAMATORIOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO DE
INDIVIDUOS SUBMETIDOS A RECONSTRUGAO DO
LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO.

Esse projeto foi aprovado em seus aspectos élicos e metedolégicos conforme as Resolugdes 196/09 e
demais Resolugbes complementares Toda e qualquer alteracdo do projeto, assim como eventos adversos
graves, deverdo ser comunicados a este CEP. Os TCLE, quando necessarios, somante poderdo ser
utilizados apos prévia e explicita aprovagao (carimbo) de sua redacdo por este CEP".

| /'MMOQ’TMO

/ Coordenador 4o CEPMUFCSPA



