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RESUMO

ACAO DO ACIDO ASCORBICO NA CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS
DE RATOS DESNUTRIDOS

Existem muitos fatores que interferem no processo de cicatrizagdo. Enquanto, a
desnutricdo desfavorece este processo, o acido ascorbico o beneficia. Objetivo:
Avaliar a agdo do acido ascorbico na cicatrizagdo de feridas cutaneas de ratos
desnutridos em relacdo aos eutroficos. Material e métodos: Utilizaram-se 96 ratos
Wistar, adultos, machos, divididos em quatro grupos: A — 24 ratos eutréficos, os
quais receberam somente agua e racdo; B — 24 ratos eutréficos que receberam
vitamina C por gavagem (340mg/kg de 12/12h); C — 24 ratos desnutridos que
receberam somente agua e racado; D — 24 ratos desnutridos que receberam vitamina
C por gavagem (340mg/kg de 12/12h). A desnutricdo foi realizada fornecendo-se
aos animais metade da racéo diaria durante 30 dias. Realizaram-se duas incisoes,
uma suturada (cicatrizacdo por 12 intencdo) e outra nao (cicatrizagdo por 22
intencdo). Os ratos foram eutanasiados no 3° (M3), 7° (M7) e 14° (M14) dia do
experimento. Resultados: Observou-se diferenca estatistica (p<0.05) entre os grupos
para os parametros: granulacdo na borda da ferida para 12 e 22 intencédo; medida
das lesbGes por 12 intencdo em M7 e para cicatrizacdo por 22 intengdo em M3;
reepitelizacao das lesbes em M7 para 12 intencéo; crosta fibrino-leucocitaria em M14
para 12 intencdo; quantidade de neovascularizacdo, concentracdo de macréfagos e
concentracéo de fibroblastos e de fibras colagenas para 12 e 22 intencédo. Concluséao:
O uso de vitamina C em desnutridos assim como em eutréficos aumenta a
proliferacdo fibroblastica e deposito de colageno no tecido o que contribui para
melhorar a cicatrizagédo de 12 e 22 intengao.

Palavras-chave: desnutricdo, acido ascorbico, vitaminas, pele, cicatrizacao.



ABSTRACT

ACTION OF ASCORBIC ACID IN WOUND HEALING SKIN OF MALNOURISHED
RATS

There are many factors that affect the healing process. While malnutrition disfavors
this process, ascorbic acid benefits it. Objective: To evaluate the action of ascorbic
acid on cutaneous wound healing in malnourished rats compared with eutrophic
ones. Material and methods: We used 96 Wistar rats, adult, male, divided into four
groups: A - 24 eutrophic rats, which received only water and feed; B - 24 eutrophic
rats receiving vitamin C by gavage (340mg / kg 12/12h); C - 24 malnourished rats
that received only water and feed; D - 24 malnourished rats receiving vitamin C by
gavage (340mg/kg 12/12h). Malnutrition was conducted by providing to the animals
half of the daily ration for 30 days. There were two incisions, one sutured (healing by
1st intentionz and the other not (healing by 2nd intention). The rats were killed on the
3 (M3), 7" (M7) and 14th (M14) day of the experiment. Results: There were
statistical difference (p> 0.05) between the groups for the parameters: granulation in
the wound edge for 1st and 2nd intention; extent of injuries in M7 for 1st intention and
in M3 by 2nd intention; reepithelization in M7 for 1st intention; fibrin-leukocyte crust in
M14 for 1st intention; amount of neovascularization, macrophage, fibroblasts and
collagen fibers concentration for 1st and 2nd intention. Conclusion: The use of
vitamin C in malnourished rats and in eutrophic ones increases fibroblast proliferation
and collagen deposition in the tissue which helps to improve healing both by 1st and
2nd intention.

Key words: malnutrition, ascorbic acid, vitamins, skin, wound healing
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1 INTRODUCAO
1.1 Cicatrizagéo das Feridas

Define-se por ferida a quebra de tecido vivo que resulta em qualquer
dano fisico, originado de presenca de desordem médica ou fisioldgica e/ou mecanica
ou térmica. Além disso, a ferida é o resultado de um processo de continuidade
anatbmica e celular do tecido, sendo que apOs esse processo, inicia-se a
cicatrizacdo (MITCHELL et al., 2006).

Em toda cicatrizacdo de feridas existe uma perfeita e coordenada
cascata de eventos celulares e moleculares se interagindo para a ocorréncia da
repavimentacdo e reconstituicio do tecido (MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003). Estes eventos acontecem em processos dinamicos
envolvendo os fendmenos bioquimicos e fisiolégicos que se comportam em
harmonia para a restauracgao tissular.

A cicatrizacdo depende de varios fatores, como localizagdo anatémica,
tipo de pele, raca, técnica cirargica utilizada, bem como existem variantes da
cicatrizacdo em uma mesma espécie, interferindo de acordo com a faixa etaria
(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003)

Sabe-se que na cicatrizagdo ocorre a perda tecidual e que a mesma
pode atingir a derme completa ou incompletamente, ou mesmo atingindo o tecido
celular subcutaneo, comprometendo todo o 6rgdo; sendo estas as caracteristicas
para as definicbes dos tipos de ferida (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003).

Uma ferida crénica ou complexa indica um indice significativo de
causas para morbidade em muitos individuos em estado critico, bem como
pacientes com infec¢do ou Ulceras de pressdo (STECHMILLER, 2010).

Dentro deste contexto complexo que envolve todo o processo
cicatricial, abordaremos de forma objetiva alguns dados importantes para
entendimento do presente trabalho.

As cicatrizes séo classificadas de acordo com o tipo de fechamento e
procedimento realizado, sejam eles por primeira intengcdo ou fechamento primario;
fechamento secundério ou por segunda intencdo e ainda o fechamento por terceira

intencdo ou primario tardio. No primeiro tipo, ocorre em ferimento com margens em
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contato, seja por suturas (fios, clipes ou fitas) ou ainda por enxertos cutaneos. Este
método é realizado em feridas sem contaminacdo e localizado em éareas bem
vascularizadas; ocorre pouca formacdo de tecido de granulagcdo e rapida

reepitalizacdo, tendo melhor resultado estético (Figura A) (MITCHELL et al., 2006).

Figura A — Fechamento primério ou por 12 intencéo

Fenda Incisional Cicatriz

Fonte: (MISODOR, 2008).

No fechamento por segunda intencdo, sabe-se que a cicatrizacao é
dependente de granulacdo e contracdo da ferida para aproximagao das bordas.
Sabe-se também que a contragdo pode reduzir em 62% a area de superficie de
defeito cutaneo (Figura B). O fechamento por terceira intencdo, com as feridas
deixadas abertas inicialmente, geralmente por apresentarem contaminacdo ou
infeccdo local pode ser tratada com antibiéticos (uso topico ou sistémico), e apds o
tratamento medicamentoso, a ferida é fechada mecanicamente através de suturas
ou enxertos cutaneos, ocasionando um resultado estético intermediario (MISODOR,
2008; LAWRENCE et al., apud MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).
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Figura B — Fechamento secundario ou por 22 intencao

Tecido de Cicatriz
granulagio

Ferida Teeido de Cicatriz
Aberta granulagio

Fonte: (MISODOR, 2008).

Na realizagédo deste estudo serdo realizados os dois principais tipos de
fechamento, priméario e secundario; visando uma melhor observacédo dos dois tipos
de procedimento com objetivo de diferenciar os mesmos durante todas as etapas da
pesquisa.

As fases do processo de cicatrizagcdo estdo divididas em: inflamatoria,
de fibroplasia e de maturacdo. Na primeira fase, ha aumento de permeabilidade
capilar, o que permite a migracdo de ceélulas especificas como o0s leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) denominados neutréfilos (6 a 48 horas), macréfagos (72
horas) e linfocitos (5 dias). Em conjunto, esta celularidade pode possibilitar a
migracdo de macro e micronutrientes, contribuindo com a nutricdo celular local
(Figura C). Além disso, esta fase € relatada como aumento de atividade da enzima
xantinooxidase e maior producdo de peroxido de hidrogénio; bem como ha
interferéncia hormonal e de outras enzimas importantes no processo de cicatrizacao,

como histamina, eicosanoides (tromboxanos) e citocinas (MISODOR, 2008).
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Figura C — Fase inflamatoria. 1 — Migracao dos neutrdfilos. 2 — Inicio da

reepetelizacdo e angiogénese

Fonte: (MITCHELL et al., 2006).

De acordo com Clark (1998) apud Mandelbaum, Di Santis e
Mandelbaum (2003), além das células inflamatérias e de mediadores quimicos, a
fibronectina desempenha uma importante funcdo nesta fase, ocorrendo a
consolidagcdo do coagulo de fibrina para matriz extracelular e a promog¢do da
fagocitose de corpos estranhos e bactérias.

A fase seguinte classificada como de fibroplasia ou proliferativa, ha
grande proliferacdo vascular, com aumento de fibroblastos. E a fase responséavel
pelo fechamento da lesdo propriamente dita. Ocorre também aumento significativo
de gasto energético e € caracterizada por permitir a sintese de tecido e reparagéo da
leséo (Figura D1) (MISODOR, 2008).

Na ultima fase do processo, a fase de maturacéo, também denominada
remodelacdo, acontece a disposicdo e agrupamento de remodelacdo de colageno,
ocorrendo regressdo endotelial. Sabe-se que apds o depdsito desordenado de
substancias diversas e sintese de colageno sobre a cicatriz desordenada, ocorre a
reestruturacado da ferida, ordenando-a. O tecido € caracterizado por fibroblastos,
fiboras colagenas e vasos sanguineos proliferados da fase anterior, realizando
neoangiogénese (Figura D2) (MITCHELL et al., 2006).
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Figura D — 1 — Fase de fibroplasia ou proliferativa. 2 — Fase de maturagao

Fonte: (ROBBINS; COTRAN, 2006).

Estudos mais recentes sugerem uma avaliacdo mais detalhada do
processo de cicatrizacdo de feridas, como a sua tensiometria, as formas de
colageno, a imunohistoquimica do processo e também os fatores que colaboraram
para evolucédo da cicatrizacdo (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

Campos, Groth e Branco. (2008) concluiram que a cicatrizacdo pode
também ser analisada do ponto de vista nutricional, com estimulo de alimentagéo
suplementada no pré-operatério, com dieta rica em proteinas (ex: glutamina e

arginina) e antioxidantes, principalmente o acido ascorbico.

1.2 Fatores Interferentes na Cicatrizacao das Feridas

Existem muitos fatores que interferem no processo de cicatrizagéo,
sendo que estes podem agravar o quadro cicatricial ou beneficid-lo. A instabilidade
hemodindmica, o estresse metabdlico e o estado nutricional podem interferir
desfavoravelmente nas etapas da cicatrizacdo (WHITNEY; HEITKEMPER, 1999
apud CUKIER, 2009).

O tipo da leséo e a capacidade de proliferacdo vascular sdo também
alguns dos fatores importantes que podem interferir na capacidade organica de

reparacdo dos tecidos. Sabe-se, por exemplo, que havera diferencas na
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regeneracdo tecidual de individuos mais velhos, comparado aos mais jovens
(MITCHELL et al., 2006).

Os fatores locais e sistémicos que influenciam a cicatrizacdo de feridas
estdo contextualizados em relacdo ao tamanho, localizacdo e o tipo da ferida. Os
fatores locais que retardam o processo estdo relacionados com infeccao, fatores
mecanicos e corpos estranhos. Os fatores sistémicos se relacionam com a nutricao
(ex: ingestao de proteina e vitamina C), a condicdo metabolica (ex: diabetes melito
retarda a cicatrizacdo), a condicao circulatoria e os hormonios (ex: alguns hormonios
que impedem a inflamacgao reparadora) (MITCHELL et al., 2006).

Ainda de acordo com o estado nutricional, este se relaciona com a
energia corporal, ou seja, toda a energia corporal depende de reservas de proteinas
para a construcado de novas células. Alteracdo no estado nutricional pode ser vista,
principalmente, em pacientes pouco alimentados, desnutridos ou caquéticos por
diversas causas. Por isso, a nutricdo é um fator muito importante a ser observado e
que interfere significamente no processo de cicatrizacdo de feridas (WILD et al.,
2010).

1.3 Nutricéo e Cicatrizacao das Feridas

Véarias pesquisas apontam o papel da nutricio como fator de
intervencdo em cicatrizacdo de feridas agressivas, principalmente em idosos. Um
baixo teor protéico calérico prejudica a cicatrizacdo, aumentando os indices de
mortalidade e hospitalizacdo; sendo sugerido adequado peso corpdéreo e massa
muscular do quadro de ma cicatrizacao de feridas (HIMES, 1999).

Os macro e micronutrientes juntamente com o aporte hidrico fornecido
aos pacientes podem interferir no processo de cicatrizacdo. Segundo Rojas et
al.,1999 apud Cukier (2009), a presenca ou deficiéncia de vitaminas lipossoluveis (A
e E), hidrossoliveis (C e tiamina) e oligoelementos (zinco, magnésio) podem
modificar a evolug¢ao do processo de cicatrizacao.

Deficiéncias nutricionais, principalmente de energia, aminoéacidos,
minerais e oxigénio interferem na proliferacao de fibroblastos, sintese de colageno e
epitelizacéo, dificultando todas as fases da cicatrizacdo, relacionada a tecidos e
células, podendo agravar e retardar o quadro cicatricial (KAVALUKAS; BARBUL,
2011).
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Em uma pesquisa sobre cicatrizacdo de feridas bucais em ratos
submetidos a uma dieta suplementada, isto €, com nutrientes especificos, foi
constatado histologicamente e clinicamente uma melhor cicatrizacdo em
comparacado ao grupo controle (GALVAO; PINHEIRO; PESSOA, 2000).

Portanto, os principais macro e micronutrientes relacionados ao
processo cicatricial serdo aqui contextualizados para relaciona-los de acordo com
sua importancia e funcao especifica:

Vitamina A: tem a acao especifica para manutencdo da visdo normal,
permitindo a integridade das estruturas neuro-epiteliais do globo ocular e de
ultraestruturas no interior dos bastonetes. E essencial para diferenciagcdo e
proliferacdo celular principalmente nos tecidos epitelial e 0sseo. Em estudos
recentes, observou-se a relacdo de vitamina A na integridade do sistema
imunoldgico (CUKIER, 2009);

Vitamina E: apresenta importante acdo como anti-oxidante biolégico,
participando do bloqueio do processo de auto-oxidacdo das gorduras insaturadas da
membrana celular, impedindo reacdes peroxidativas causadas por radicais livres
(CUKIER, 2009);

Magnésio: € um macroelemento ativador de sistemas enzimaticos que
controlam o metabolismo de carboidratos, gorduras, proteinas e eletrolitos. E cofator
da fosforilacdo oxidativa, influencia a integridade e transporte da membrana celular.
O magnésio circula ligado a albumina e € armazenado nos o0ssos (60 a 65%),
musculos (27%) e outros tecidos (6 a 8 %) (CUKIER, 2009);

Zinco: é um microelemento ou elemento trago que exerce funcdes
especificas atuando no crescimento e replicacdo celular, funcdo fagocitaria,
imunitaria celular e humoral, maturacao sexual, fertilidade e reproducdo. Atua na
estabilizacdo de lisossomas nos processos de sintese protéica e de membrana para
a circulacédo de elementos celulares; circula no plasma e sangue ligado a albumina e
aminoacidos (55%) e macroglobulinas (40%) n&do se destinando a uso metabdlico. E
armazenado no figado, ossos, pele e tecido ocular. Em um estudo experimental
foram administradas doses de 600 mg/dia de zinco apds a elaboracdo de ferida
cutanea, sendo demonstrado aceleragdo da cicatrizacdo em relagcdo ao grupo
controle, porém, no citado estudo a dose seja extremamente elevada dificultando o
seu uso clinico (CUKIER, 2009; SAPER; RASH, 2009);
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Vitamina C: vitamina muito importante em todo processo de
cicatrizagdo, pois é essencial a sintese de colageno. Participa da regulacdo de
potencial de 6xido reducao intracelular. Aumenta a absorcdo do ferro, bem como
transforma o ferro férrico em ferro ferroso. A sua absorcdo ocorre em 80-90% na
dieta oral, no intestino delgado, por transporte ativo dependente de sddio saturavel.
E reabsorvida pelos rins em processo ativo saturavel e excretada via urinaria como
acido ascorbico ou metabdlito (CUKIER, 2009).

1.4 Desnutricéo

A desnutricdo pode ser conceituada como uma condicdo clinica
ocasionada por uma deficiéncia ou excesso, relativo ou absoluto, de um ou mais
nutrientes essenciais. Sendo assim, ocorre quando o organismo nao recebe os
nutrientes necessarios para o seu metabolismo fisioldgico, devido tanto a caréncia
de aporte ou deficiéncia na utilizacdo do que lhe é oferecido (MONTE apud
BOTEGA et al., 2010)

Em paises de Terceiro Mundo, a desnutricdo protéica calérica (DPC)
continua sendo um problema comum, mas também ocorre nas sociedades mais
ricas em comunidades de baixo poder aquisitivo (MITCHELL et al., 2006).

Segundo Noébrega (2001) apud Botega et al. (2010), a desnutricdo é
uma doenca social consequente de uma expansdo econdmica, politica, social e
cultural de um pais sem uma distribuicdo de renda adequada.

Sabe-se que ao longo dos ultimos anos, o declinio da desnutricdo do
Brasil passou por influéncia de melhores condi¢cdes e progressos na renda familiar,
expansdo de servicos publicos de saneamento, saude, educacdo, diminuicdo nos
indices de fertilidade e natalidade e também, deslocamento crescente da populacao
para areas urbanas, onde, por consequéncia possuem melhores condi¢cdes de renda
e oportunidades de trabalho (GOULART et al., 2009 apud BOTEGA et al., 2010).

Apesar das evidéncias recentes de reduc¢éo dos indices de desnutricao
energeética protéica no Brasil, especialmente no Nordeste (Figura E), a desnutricao
continua como a endemia carencial mais importante em nosso pais, provocando
uma elevada demanda nos servicos de saude e aumento nas taxas de mortalidade
hospitalar (FALBO; ALVES, 2002).
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Figura E — Mapa das principais caréncias existentes nas diferentes areas
alimentares do Brasil
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(Fonte: CASTRO, 1992 apud BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

Dentro desse contexto, o Brasil mudou substancialmente nos ultimos
cinglienta anos, seja por fatores externos ou desenvolvimento autbnomo de muitas
circunstancias. Subjacentes a rapida transicdo demografica particularmente
acelerada no periodo 1960-1980, ocorreram outras mudancas significativas,
passando de um mercado de trabalho fundado no setor secundario (agropecuaria e
extrativismo) para uma demanda de mao-de-obra concentrada no setor secundario
e, sobretudo, no setor terciario da economia. Estas séo transformacdes cruciais, no
que se refere a geracdo de renda, estilo de vida e, especificamente, demandas
nutricionais (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

Sendo assim, para entendimento do cenario epidemioldgico de
caréncias nutricionais, um fator importante é visto nas disparidades regionais de
renda, com as regides mais pobres (Norte e Nordeste) desfrutando de um ingresso
per capta que representa pouco mais de ¥ da renda individual disponivel nas
regides Sudeste, Centro Oeste e Sul (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).
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Com a melhora significativa das condigcbes de acesso, e acdes de
saude foi resgatado os parametros basicos, e isso ocorreu pelo consenso da
importancia da determinacao do perfil alimentar/ nutricional da populacéo e, no caso
brasileiro, alguns estudos apontam que tendo a desnutricAo energético protéica
(DEP) como paradigma, pontualiza-se a influéncia das variaveis referenciadas como
marcadores de risco do problema, principalmente a renda, escolaridade materna e
saneamento (BENICIO; MONTEIRO, 1997; SOUSA, 1992, apud BATISTA FILHO;
RISSIN, 2003), e mais recentemente acesso aos servicos de saude (MONTEIRO et
al., 2000, apud BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

Segundo Wang et al. (2002) apud Botega et al.(2010), o baixo peso
para a idade entre criancas desnutridas, diminuiu entre os parametros nacionais,
passando de 14,8% para 8,6%.

Nos ultimos anos, o estado brasileiro experimentou o maior declinio da
desnutricdo infantil ja registrada em nivel mundial em desenvolvimento.
Comparando-se com as estimativas dos inquéritos do programa Demographic
Health Surveys realizados em amostras probabilisticas de toda populacdo brasileira
com menores de cinco anos em 1996 e em 2006/2007 mostra que formas graves de
desnutricdo, relacionando-se peso e estatura, foram virtualmente eliminadas de todo
0 pais, incluindo a regido Nordeste, onde estas formas de desnutricdo ainda eram
relevantes (MONTEIRO, 2009 apud BOTEGA et al.; 2010).

Segundo Alencar et al. (2008) e MONTE (2008) apud Botega et al.,
(2010):

0 pais esta delineando um novo cenario epidemiologico
caracterizado, pela inflexdo da prevaléncia da desnutricdo
infantil urbana e aumento concomitante da obesidade, tanto em
criangas como na populacdo adulta, porém no mundo, essa
patologia continua configurando um problema importante de
saude pulblica, devido a sua magnitude e conseqléncias
desastrosas para o0 crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia de criancgas, relacionando-se com cerca de 50%
das mortes infantis mundiais.

Estas sdo, portanto, dados necessarios para a compreensdo da

cinética temporal, geografica e social para situacdo nutricional do pais e suas
mudancas (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

Ainda, para o entendimento da transicdo nutricional, podemos
caracteriza-la por duas etapas distintas no que se refere ao processo de

desnutricdo: 1) o desaparecimento, como evento epidemiologico significativo do
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“kwashiorkor”, ou desnutricdo de origem edematosa, aguda e grave, com alta
mortalidade, quase sempre precipitada por um quadro infeccioso de elevado impacto
de patogenia (ex, sarampo), ocorrendo sobre uma crianga ja previamente desnutrida
e, 2) o desaparecimento do marasmo nutricional, este caracterizada por um quadro
de desnutricdo de perda elevada e até extrema de tecidos moles (adiposa e
muscular, principalmente), de instalacéo lenta, associada as doencgas infecciosas de
duracdo prolongada (ex. tuberculose, sendo afetado os indices de retardo
peso/estatura) (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003).

Na desnutricdo marasmatica, predomina a ingestdo inadequada de
alimentos, sobretudo, de energia insuficiente para cobrir as necessidades
metabdlicas e de crescimento normal. Existe perda evidente de massa muscular nas
extremidades, e o abdémen as vezes proeminente, bem como a face com aparéncia
de “velha” ou “simiesca”. Podem ocorrer quadros de diarréia, infeccdo respiratoria,
parasitoses, tuberculose e caréncias vitaminicas, como xeroftalmia, anemia
ferropriva, deficiéncia de vitamina B, além de alteracbes como apatia, ansiedade e
hipotermia (LATHAM, 1991 apud BOTEGA et al, 2010).

Latham (1991) apud Botega (2010) ainda salienta que pode ocorrer
uma forma de desnutricdo mista, caracterizando os dois tipos de desnutri¢ao,
portanto a forma mais freqiiente nos paises em desenvolvimento é o tipo “marasmo”,
principalmente em crian¢cas menores de dezoito meses.

Esses dois indices de classificagdo em desnutricdo estdo sendo a cada
ano ajustados, em niveis de indicadores epidemiol6gicos, sendo realizados acdes e
correcdes significativas para a reducdo dos déficits, principalmente estrutural, em
criancas menores de cinco anos (IBGE/UNICEF, 1982 apud BATISTA FILHO;
RISSIN, 2003).

Em relagcdo a pesquisas recentes sobre desnutricdo e cicatrizacao,
estdo sendo realizados varios estudos experimentais em ratos para averiguacdo da
importancia da nutricdo. Um dos estudos realizados em ratos que foram submetidos
a uma dieta com restricdo protéica severa, obteve contracdo da ferida prejudicada
no processo de cicatrizagdo, além de vérios fatores negativos relacionados as
células, com cicatrizacao da ferida retardada (OTRANTO et al., 2009).

Portanto, sabe-se que, para a Organizacdo Mundial da Saude os

profissionais da area poderiam colaborar com o conhecimento cientifico disponivel,
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minimizando as problematicas existentes e promovendo estratégias e programas

para melhorar a nutricdo da populacao.

1.5 Acido Ascérbico

Em 1928, Albert Szent-Gyorgy descobriu o acido hexurbnico,
mostrando propriedades notaveis por ser facilmente e reversivelmente oxidado.
Sendo posteriormente identificado como idéntico ao componente antiescorbutico
presente nos limdes e limas, foi renominado para acido ascoérbico (Figura F) (ROSE;
CHOI, 1990; DABROWSKI et al, 1994 apud ROTTA, 2003).

Figura F — Formula quimica e estrutural do acido ascorbico.

Fonte: Drabrowski et al. (1994) apud Rotta (2003)

O acido ascorbico desempenha uma importante funcdo nos
mecanismos oxidativos em todas as espécies animais e vegetais. Pesquisas
recentes afirmam que os radicais livres ou as moléculas que contém oxigénio e que
séo altamente reativas atuam diretamente no desenvolvimento de doengas, e ai a
importancia desse acido no aspecto para saude (ROTTA, 2003).

O acido ascorbico, na sua forma pura, é bastante instavel, sendo
facilmente destruido por temperaturas elevadas, luz, umidade, microelementos e
lipideos oxidados (TACON, 1991 apud ROTTA, 2003). Entretanto, a estabilidade
efetiva do acido ascorbico foi alcangada somente com a protecao fisica ou quimica
dos agentes oxidantes (O’ KEEFE, 2001 apud ROTTA, 2003). Um dos principais
meétodos de protecao fisica é a encapsulacdo do acido ascorbico puro, garantindo
uma protecao restrita (O’ KEEFE, 2001 apud ROTTA, 2003).
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Em um estudo experimental com utilizacdo de &acido ascorbico em
racbes para peixes, mostrou-se que o0 processo de industrializacdo e
armazenamento contribuem para as perdas e oxidacdo de &acido ascoérbico
(SKELBAEK et al., 1990; TACON, 1991; MASUMOTO et al.,, 1991 apud ROTTA,
2003).

O principal papel biolégico do &cido ascorbico € como agente redutor,
atuando em varias funcdes importantes, servindo como co-fator nas oxidacfes, com
funcdes distintas, promovendo incorporacdo de oxigénio molecular em varios
substratos (KANEKO et al, 1997 apud ROTTA, 2003). Atua também nas
hidroxilagcdes de lisina e prolina no protocolageno, necessérias para as ligagdes
cruzadas entre as fibras de colageno, pois mantém o ferro prostético (co-fator) da
enzima hidroxilase na forma ferrosa (reduzida), mantendo a atividade enzimatica;
sendo por esta razdo o acido ascoOrbico importante na manutencdo do tecido
conectivo normal e cicatrizagdo e na formagédo do 0sso, por participar da sintese do
coldgeno na matriz 6ssea (KANEKO et al., 1997 apud ROTTA, 2003).

Entre os alimentos fontes, com altos niveis de acido ascoérbico, estdo
as frutas citricas, e alguns vegetais verde escuro, amarelo, vermelho e alaranjados
(Tabela A) A recomendacéo diaria de vitamina C € de 90 mg/ dia para os homens e
75 mg/dia para as mulheres, sendo que, pacientes com enfermidades cronicas como
cancer, diabetes e pacientes fumantes necessitam de doses maiores que 0
recomendado (VALDES, 2006).
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Tabela A - Alimentos Ricos em Acido Ascérbico.

Alimentos Concentracdo/100g de alimento
Acerola 941,4 mg
Caju 219,3 mg
Pimentdo amarelo 201,4 mg
Mexerica 112 mg
Couve 96,7 mg
Mamé&o papaya 82,2 mg
Goiaba 80,6 mg
Laranja péra 73,3 mg
Kiwi 70,8 mg
Manga 65,5 mg
Morango 63,6 mg

Fonte: (LIMA et al. 2011).

O acido ascorbico quando ingerido em quantidades acima das
necessidades metabolicas, mantém-se os niveis teciduais homeostaticamente. A
homeostase, processo de manutencdo de equilibrio corporal com relacdo a diversas
funcdes e composicbes quimicas de liquidos e tecidos (STEDMAN, 1996, apud
ROTTA, 2003) ocorre através da inducdo da descarboxilase do acido ascérbico e da
atividade enzimatica de quebra, que resulta no aumento da degradacdo do
ascorbato para gas carboénico e ribulose (KANEKO et al., 1997 apud ROTTA, 2003).

Em muitos organismos, a glicose (um substrato para o glicogénio em
reacdo bioquimica, para obtencdo de energia), através da enzima UDP-glicose
fosforilase, promove o0 aumento do D-glicuronato, um componente dos
glicosaminoglicanos, o qual é um participante essencial em certos casos de
desintoxicacdo, como também da sintese de &cido ascoérbico no organismo
(NELSON; COX, 2000 apud ROTTA, 2003).

Sabendo que quase todas as espécies animais sintetizam o acido
ascobico (vitamina C), sugere-se que a quantidade dessa vitamina, que geralmente
esta disponivel na dieta, ndo é suficiente para uma nutricdo adequada, exceto em
circunstancias excepcionais, como ocorrem em climas tropicais. Em circunstancias

normais, a quantidade diaria de acido ascoérbico produzida pelo organismo, ajustada
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para a comparacdo com um animal com peso de 10 kg é algo entre 400 mg e
3000mg de vitamina C. Os animais produzem quantidades variaveis, dependendo
das circunstancias, como por exemplo, em condi¢des de estresse ou infecc¢do, a sua
sintese pode facilmente quadruplicar (Tabela B) (HOLFORD, 1997 apud ROTTA,
2003).

Tabela B — Producéo diaria de vitamina C em diferentes espécies animais (ajustado
para o peso corporal de 10 kg). Adaptado de Holford (1997) e ajustado pelo peso
metabdlico - percentil 75.

Espécie Animal Producéao de vitamina C
Cabra 530 a 3090 mg
Coelho 359 a 3676 mg
Camundongo 547 a 4473 mg
Gato 78 a 651 mg
Ovelha 403 mg

Rato 636 a 3230 mg
Vaca 255 a 298 mg

Fonte: Holford (1997) apud Rotta (2003).
A vitamina C aumenta a resisténcia das anastomoses jejunais dos

ratos, tanto no pds-operatorio imediato quanto no tardio. Além disso, a resisténcia
final dos segmentos jejunais integros dos ratos submetidos a administracdo de
vitamina C é significativamente maior do que no grupo controle; concluindo entéo a
importante colaboracdo da mesma (PETROIANU; ALBERTI, 2011).

1.6 Desnutricdo e Cicatrizacao das Feridas

Atualmente, inidmeros estudos salientam a desnutricdo como um fator
preponderante e desfavoravel a evolugcdo em cicatrizagfes de feridas. A desnutricao
engloba vérias alteragcbes da funcdo imune, hipoalbuminemia, niveis baixos de
hemoglobina, bem como a baixa aceitacédo dietética, aumentando entéo, o risco para
a evolucao desfavoravel da lesdo (SERPA; SANTOS, 2008).
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A desnutricdo protéica esta associada a pior cicatrizagdo por reducao
da producéo de fibroblastos, neoangiogénese e sintese de colageno, além de menor
capacidade de remodelacéo tecidual (CUKIER, 2009).

Apesar das necessidades caldricas minimas para cicatrizacado
adequada nao terem sido definidas, sabe-se que uma perda de 15 a 25% do peso
habitual interfere significativamente com o processo de cicatrizagdo. O catabolismo
protéico associado a desnutricdo dificulta e retarda todo o processo. Além disso,
niveis de albumina (proteina plasmatica) inferiores a 2,0g/dl estdo relacionados a
uma maior incidéncia de deiscéncias, além de atraso na cicatrizacdo de feridas
(MISODOR, 2008).

Um estudo experimental realizado em ratos desnutridos, submetidos a
metade do fornecimento de racdo, mostrou que os animais apresentaram dificuldade
no processo de cicatrizagcdo, ocasionando aumento de 15% na mortalidade em
relacéo a dieta ingerida pelo grupo controle (FERREIRA et al., 2006)

Outro estudo em grupos de ratos alimentados com dietas de teor
protéico variado e submetidos a trauma osteomuscular padronizado, foram
analisados aspectos de cicatrizacdo - contracdo de ferida cutadnea e resposta
inflamatéria do musculo e pele lesados, e verificou-se reducdo na contracao
cicatricial dos animais alimentados com dieta hipoprotéica, no periodo inicial apos a
realizacdo da ferida cutanea e diminuicdo na quantidade de células inflamatorias,
com menor atividade oxidativa dos tecidos musculares, sugerindo que as reservas

caldricas e protéicas foram consumidas (ZACHARIAS et al., 1991).

1.7 Acido Ascorbico e Cicatrizagdo das Feridas

Na caréncia de acido ascorbico (vitamina C), é afetada a sintese de
colageno, uma vez que age como coenzima na formacao da hidroxiprolina, sendo
este um aminoacido fundamental, responsavel pelas propriedades fisico-quimicas da
estrutura do colageno. A hipovitaminose C é a deficiéncia mais comum associada a
faléncia de cicatrizacao de feridas, podendo o processo ser interrompido na fase de
fibroplasia (MISODOR, 2008).

Os fibroblastos produzem substancia fundamental e colageno. Essa
substancia € composta por glicosaminoglicanos, fibronectina e acido hialurénico.

Esses mucopolissacarides estdo presentes com diferentes nomes na dependéncia
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do 6rgdo em que atuam, estes mesmos possuem moléculas que sdo compostas por
trés cadeias polipeptidicas distintas (cadeias alfa 1 e 2) enroladas em forma de
hélice tripla (CUKIER, 2009)

A composicao bioquimica da cadeia alfa 1 e a presenca ou auséncia da
cadeia alfa 2 determina os diferentes tipos de coldgeno e suas respectivas acoes
teciduais. Sabendo que as cadeias alfa sé@o sintetizadas pelos ribossomos e
destacadas dos ribossomos nas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, estas
sofrem modificacdes enzimaticas que incluem hidroxilacdo da prolina e da lisina,
glicosilacdo da hidroxilisina e oxidagéo da lisina (CUKIER, 2009)

O colageno esta presente nos tecidos sob a forma de feixes de fibrilas
longas, sendo que na fase de maturacdo da cicatrizacdo ocorre deposicao,
agrupamento e remodelacdo do colageno, sendo entendido como regressao
endotelial. A partir dai, ha presenca de fibroblastos, fibras coldgenas e vasos
sanguineos proliferados da neoangiogénese (CUKIER, 2009)

O acido ascorbico torna-se importante nesse processo, pois sua
auséncia impede a regulacédo das hidroxilases e, consequentemente, a formacéo da
hidroxiprolina, hidroxilisina e colageno (CUKIER, 2009).

Em uma pesquisa sobre cicatrizacdo de feridas no pos-cirurgico até a
cura completa em pacientes suplementados, foi relatado a importancia de doses de
vitamina C entre 1 a 2g por dia para melhora do processo cicatricial (MACKAY;
MILLER, 2003)

Estudos indicaram que a suplementacao de vitamina C associada ao
acido pantoténico e proteinas foi importante na intervencdo de pacientes com
Ulceras de pressdo e em ma cicatrizacdo de feridas no poés-cirirgico (ELLINGER,;
STEHLE, 2009).

Portanto, tém sido demonstradas as inumeras vantagens do &cido
ascorbico no processo cicatricial. Atualmente, a fim de evitar danos estéticos,
existem testes sendo realizados com acido ascoérbico em efeito tdpico (cremes e
pomadas) na tentativa de reduzir o processo de cicatrizacdo de feridas (LIMA et al,
2008). Nestes estudos realizados em ratos, foi comprovado que o &cido
ascorbico diminuiu o numero de macréfagos, aumentando a quantidade de
fibroblastos e favorecendo a deposicdo de colageno e organizacdo das feridas;
mostrando o maior efeito antiinflamatorio e cicatrizante deste. Assim, existe uma

melhor reparacéo tecidual e abreviagédo do tempo de cicatrizagao (LIMA et al, 2008).
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Estdo sendo realizadas pesquisas também com o acido ascorbico no
uso dermatolégico e tépico em dermatites de contato, cremes anti-envelhecimento e
para prevenir em casos de pacientes com aumento de pigmentacdo na pele,
abrangendo ainda mais o efeito reparador da vitamina C (VALDES, 2006).

Algumas alteracdes no processo de cicatrizacdo podem comprometer a
evolucao clinica de feridas cutédneas. O quadro de desnutricdo global ou especifica
pode prejudicar todo o processo de reparacdo tecidual. A deficiéncia do acido
ascorbico na cicatrizacéo interfere na sintese de fibroblastos, sendo estes mesmos
responsaveis pela producéo do colageno.

Assim, o objetivo deste estudo foi determinar a acdo do &cido ascorbico
na cicatrizacdo das feridas cutadneas de ratos desnutridos em relacdo a ratos

eutroficos.
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RESUMO

Existem muitos fatores que interferem no processo de cicatrizagdo. Enquanto, a
desnutricdo desfavorece este processo, o acido ascorbico o beneficia. Objetivo:
Avaliar a acdo do acido ascoérbico na cicatrizacdo de feridas cutaneas de ratos
desnutridos em relagdo aos eutroficos. Material e métodos: Utilizaram-se 96 ratos
Wistar, adultos, machos, divididos em quatro grupos: A — 24 ratos eutréficos, os
quais receberam somente agua e racdo; B — 24 ratos eutréficos que receberam
vitamina C por gavagem (340mg/kg de 12/12h); C — 24 ratos desnutridos que
receberam somente 4gua e racdo; D — 24 ratos desnutridos que receberam vitamina
C por gavagem (340mg/kg de 12/12h). A desnutricdo foi realizada fornecendo-se
aos animais metade da racéo diaria durante 30 dias. Realizaram-se duas incisoes,
uma suturada (cicatrizacdo por 12 intencdo) e outra nao (cicatrizacdo por 22
intencdo). Os ratos foram eutanasiados no 3° (M3), 7° (M7) e 14° (M14) dia do
experimento. Resultados: Observou-se diferenca estatistica (p<0.05) entre os
grupos para os parametros: granulacdo na borda da ferida para 12 e 22 intencéo;
medida das lesdes por 12 intencdo em M7 e para cicatrizacdo por 22 intencdo em
M3; reepitelizacdo das leses em M7 para 12 intengdo; crosta fibrino-leucocitaria em
M14 para 12 intencdo; quantidade de neovascularizagdo, concentracdo de
macréfagos e concentracdo de fibroblastos e de fibras colagenas para 12 e 22
intencdo. Conclusdo: O uso de vitamina C em desnutridos assim como em
eutroficos aumenta a proliferacédo fibroblastica e depdésito de colageno no tecido o

que contribui para melhorar a cicatrizagéo de 12 e 22 intengao.

Palavras-chave: desnutricdo, acido ascorbico, vitaminas, pele, cicatrizacao.
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ABSTRACT

There are many factors that affect the healing process. While malnutrition disfavors
this process, ascorbic acid benefits it. Objective: To evaluate the action of ascorbic
acid on cutaneous wound healing in malnourished rats compared with eutrophic
ones. Material and methods: We used 96 Wistar rats, adult, male, divided into four
groups: A - 24 eutrophic rats, which received only water and feed; B - 24 eutrophic
rats receiving vitamin C by gavage (340mg / kg 12/12h); C - 24 malnourished rats
that received only water and feed; D - 24 malnourished rats receiving vitamin C by
gavage (340mg/kg 12/12h). Malnutrition was conducted by providing to the animals
half of the daily ration for 30 days. There were two incisions, one sutured (healing by
1st intention) and the other not (healing by 2nd intention). The rats were killed on the
3 (M3), 7" (M7) and 14th (M14) day of the experiment. Results: There were
statistical difference (p> 0.05) between the groups for the parameters: granulation in
the wound edge for 1st and 2nd intention; extent of injuries in M7 for 1st intention and
in M3 by 2nd intention; reepithelization in M7 for 1st intention; fibrin-leukocyte crust in
M14 for 1st intention; amount of neovascularization, macrophage, fibroblasts and
collagen fibers concentration for 1st and 2nd intention. Conclusion: The use of
vitamin C in malnourished rats and in eutrophic ones increases fibroblast proliferation
and collagen deposition in the tissue which helps to improve healing both by 1st and

2nd intention.

Key words: malnutrition, ascorbic acid, vitamins, skin, wound healing
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INTRODUCAO

Uma ferida cronica ou complexa indica um indice significativo de causas para
morbidade em muitos individuos em estado critico, bem como pacientes com
infeccdo ou Ulceras de pressao?.

As cicatrizes sao classificadas de acordo com o tipo de fechamento e
procedimento realizado, sejam eles por primeira intencédo ou fechamento primario ou
por segunda intencdo ou fechamento secundario. O primeiro tipo ocorre em
ferimentos com margens em contato, seja por sutura (fios, clipes ou fitas) ou ainda
por enxertos cutaneos. Este método € realizado em feridas sem contaminacdo e
localizado em areas bem vascularizadas; ocorre pouca formacdo de tecido de
granulacao e rapida reepitelizacdo, tendo melhor resultado estético?2. No fechamento
por segunda intencdo, a cicatrizacdo é dependente da granulacdo e contracdo da
ferida para aproximacao das bordas?.

Existem muitos fatores que interferem no processo de cicatrizagdo, tais como,
fatores locais (infeccdo, presenca de corpo estranho, fatores mecanicos) e
sistémicos (condicdo metabdlica, nutricdo, condicdo circulatéria) sendo que estes
podem agravar o quadro cicatricial ou beneficia-lo. A instabilidade hemodinamica, o
estresse metabdlico e o estado nutricional podem interferir nas etapas da
cicatrizacao®

Embora, o papel da suplementacdo nutricional no tratamento de feridas ainda
ndo esteja claro® e a ingesta ideal de nutrientes para promover uma adequada
cicatrizagdo ndo seja conhecida, € certo que proteinas, vitaminas, arginina,
glutamina, ferro, zinco e selénio tém efeitos benéficos significantes sobre a
cicatrizacdo e o sistema imune®.

O &cido ascorbico atua nas hidroxilag6es de lisina e prolina no protocolageno,
necessérias para as ligagdes cruzadas entre as fibras de colageno, pois mantém o
ferro prostético (co-fator) da enzima hidroxilase na forma ferrosa (reduzida),
mantendo a atividade enzimatica; sendo por esta razdo o acido ascorbico importante
na manutencdo do tecido conectivo normal e na cicatrizagdo, por participar da
sintese do coldgeno na matriz tecidual®.

A desnutricdo protéica estd associada a pior cicatrizacdo por reducdo da
producao de fibroblastos, diminuicdo da neoangiogénese e diminuicdo da sintese de

colageno, além de menor capacidade de remodelacéo tecidual’.
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Em paises de Terceiro Mundo, a desnutricdo protéica-caldrica (DPC) continua
sendo um problema comum, mas também ocorre nas sociedades mais ricas em
comunidades de baixo poder aquisitivo’ e associado a procedimentos cirlrgicos
como a cirurgia bariatrica.’

Apesar das evidéncias recentes de reducdo dos indices de desnutricdo protéica-
calérica no Brasil, especialmente no Nordeste, a desnutricdo continua como a
endemia carencial mais importante em nosso pais, provocando uma elevada
demanda nos servicos de salide e aumento nas taxas de mortalidade hospitalar®®°.

O quadro de desnutricdo pode prejudicar todo o processo de reparacéo tecidual
e a deficiéncia do &cido ascorbico diminui a sintese de colageno pelos fibroblastos.
N&o ha trabalhos na literatura que avaliaram a acdo do acido ascorbico na
cicatrizacao de feridas em desnutridos.

O objetivo deste estudo foi determinar a acdo do &cido ascorbico na cicatrizacao
das feridas cutaneas de ratos desnutridos em relacéo aos ratos eutroficos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista (Protocolo n® 1103), em 1° de junho de 2012.

Para este estudo, foram utilizados 96 ratos Wistar albinos (Ratus Norvegicus
albinus), adultos, machos, com peso entre 200 a 250g. Os ratos foram separados e
colocados em caixas individuais pequenas e retangulares, medindo 30x20x13cm,
preconizadas para alojamento de um rato adulto. Os ratos foram mantidos em
biotério climatizado em umidade e temperatura e com fotoperiodo (12 horas de claro
e escuro) controlados. Os animais foram pesados semanalmente até 0 momento da
eutanasia.

Todos os animais (n=96) receberam a mesma racao (SUPRALAB®, Sé&o
Leopoldo, Brasil). A desnutricdo foi realizada fornecendo-se aos animais (n=48)
metade da racdo diaria durante 30 dias™, equivalente a 15 a 20g, calculado pelo
consumo diario habitual dos animais®?.

Apés 30 dias do inicio do experimento, para a realizagdo das incisdes, 0s
animais foram anestesiados com injecédo intraperitoneal de Tiopental® (Syntec,

|l3

EUA), na dose de 25mg/Kg de peso corporal™. Apds a tricotomia e antissepsia com

povidine (PVPI degermante a 10% - Rioquimica — Rio de Janeiro, Brasil) no dorso

superior, foram realizadas duas incisées de 1,5cm ao longo do eixo longitudinal™®,
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uma a direita e outra a esquerda, utilizando-se lamina de bisturi n° 11. A incisdo a
direta foi suturada com fio de mononylon 3-0 (Ethicon, Brasil) (cicatrizagdo por 12
intencdo) e a incisdo a esquerda néo foi suturada nem recoberta (cicatrizacdo por 22
intencdo). Para controle da dor no pés-operatério foi administrado Acetaminofeno na
dose de 25-75mg/250g de peso, por via oral (ha agua de beber) de 4/4horas por
dois dias™®.

Quatro animais desnutridos morreram apos o procedimento cirdrgico para a
realizacdo das incisdes, pois hdo houve recuperacdo da inducéo anestésica.

Os animais foram divididos entdo em quatro grupos: A — 24 ratos eutroficos,
0S quais receberam agua e racao ad libi (grupo controle); B — 24 ratos eutréficos que
receberam vitamina C (Cewin® gotas, Sanofi Aventis Farmacéutica, Sdo Paulo,
Brasil) por gavagem, na dose de 340mg/kg de 12/12h diluida em 1 ml de soro
fisioldgico a 0,9% °; C — 22 ratos desnutridos que receberam agua ad libi e racéo
pela metade; D — 22 ratos desnutridos que receberam vitamina C (Cewin® gotas,
Sanofi Aventis Farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil) por gavagem, na dose de 340mg/kg
de 12/12h diluida em 1 ml de soro fisiologico a 0,9% e racdo pela metade.

Oito ratos de cada grupo foram eutanasiados no 3° (M3), 7° (M7) e 14° (M14)
dia do experimento®®. A eutanasia foi realizada em camara de CO; (IndUstria Beira-
mar, Sao Paulo, Brasil). Apds a eutanasia, foi retirado o segmento de pele contendo
as areas incisadas.

Foram observados 0s seguintes parametros morfoldégicos com seus
respectivos escores: cor da ferida (1- rosea; 2- amarelada; 3- palida; 4- cianética),
bordas da ferida (1- sem granulagdo, 2-pouca granulagdo, 3-muita granulagéo),
crosta (1- pequena, 2- moderada, 3- grande), caracteristica da crosta (1- serosa, 2-
hematica, 3-purulenta) e sensibilidade, avaliada pela reacdo ao toque nas feridas
(1- dor ausente; 2- dor presente).

O tamanho da lesédo, em cada momento de eutanasia, foi medida a distancia
entre as bordas com auxilio de um paquimetro manual (Digimess Instrumentos de
Precisado Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

Os fragmentos de pele retirados foram fixados em formol a 10% (Cinética
Indastria  Quimica, S&o Paulo, Brasil) durante 24 horas e submetidos a
processamento histolégico habitual, com inclusédo em parafina (Dinamica Reagentes
Analiticos, Sao Paulo, Brasil). Trés cortes seriados de 5um foram obtidos e corados

pelo método de hematoxilina-eosina (HE) (Dolles, Sdo Paulo, Brasil) e pelo método
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de tricromio de Masson (Merck, Darmstadt, Germany) para melhor identificacdo das
fibras colagenas®’.

A analise histopatologica foi cega e realizada por um observador experiente e
capacitado, com microscépio O6ptico comum e foram avaliados 0s seguintes
parametros com seus respectivos escores: reepitelizacdo da pele (0- ausente, 1-
parcial, 2- total), crosta fibrino-leucocitaria (0- ausente, 1- presente),
neovascularizacao (0- ausente, 1- discreta, 2- moderada, 3- intensa), intensidade do
processo inflamatorio (0- sem inflamacao; 1- leve; 2- moderada; 3- severa) e tipo de
célula inflamatéria presente (neutrdfilos, linfocitos ou mista), concentracdo de
macréfagos (0- ausente, 1- discreta, 2- moderada, 3- intensa), quantidade de
fibroblastos (0- ausente, 1- pequena, 2- moderada, 3- grande) e quantidade de fibras
colagenas (0- ausente, 1- pequena, 2- moderada, 3- grande) presentes na area
incisada.

Para determinar se as variaveis descritas na forma de escores diferiram entre
0S grupos experimentais e entre momentos dentro de cada grupo, recorreu-se ao
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com contrastes pelo método de Dunn. Para
comparar 0s pesos dos ratos antes e depois se empregou o teste t ndo pareado.
Para verificar se as medidas das lesdes diferiram entre grupos e entre momentos
empregou-se o teste de analise de variancia com contrastes pelo método de Tukey.
Para as anadlises utilizou-se o programa computacional Biostat 5.0, conforme

descrito em Ayres et al.*®, com nivel de significancia de p< 0,05.

RESULTADOS

Animais do grupo A apresentaram média de peso inicial de 220.53g (desvio
padrao — DP=+32.859) e final de 243.54g (DP=+23,71g) (p=0.007). Animais do
grupo B apresentaram média de peso inicial de 216.60g (DP=t36.46Qg) e final de
244.29g (DP=+30,21g) (p=0.0011). Os do grupo C apresentaram média de peso
inicial de 242.80g (DP=t19.69q) e final de 187.20g (DP=%15.649g) (p< 0.0001) e os
do grupo D, média de peso inicial de 245.28g (DP++0,07g) e final de 188.84g
(DP=%16.999) (p< 0.0001). Enquanto, os animais dos grupos A e B ganharam peso,
os animais do grupo C e D perderam cerca de 20% do peso corporal.

N&o foi observada deiscéncia de sutura em nenhum dos animais.

Os animais de todos 0s grupos experimentais apresentaram ferida de cor

résea, tanto na cicatrizacdo por 12 quanto por 22 intencdo, independente do tempo
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de avaliacéo.

Em M3, os animais dos grupos eutréficos (com e sem uso de vitamina C)
apresentaram borda da ferida, tanto de 12 quanto de 22 intencdo, sem granulacéo,
diferente dos animais dos grupos desnutridos (com e sem uso de vitamina C) que
apresentaram granulacdo discreta na borda da ferida, tanto de 12 quanto de 22
intencao (p< 0.0001). As lesGes cicatrizadas por 12 ou 22 intenc&o dos quatro grupos
avaliados apresentaram borda da lesédo sem granulacdo em M7 e M14 (Tabela 1).

Presenca de crosta ocorreu em M3 e M7, em pequena quantidade, na maioria
dos casos, e era do tipo hematica. Em M14, apenas dois animais do grupo C
apresentavam crosta na lesdo por 12 intencdo. Ndo houve diferenca estatistica com
relacdo a presenca e tipo de crosta nas lesdes de 12 e 22 intencao, independente do
tempo de avaliacdo e do grupo estudado (p>0.05) (Tabela 1).

Apenas dois animais (um do grupo B e um do grupo C) apresentaram dor em
ambas as lesbes em M3 (p>0.05).

Com relacdo a medida das lesdes cicatrizadas por 12 intencdo, ndo houve
diferenca estatistica entre todos os grupos em M3 e M14, porém houve diferenca
estatistica em M7 entre os grupos Ae B, Ae C, e A e D (p< 0.05). Com relagdo a
medida das lesBes cicatrizadas por 22 intencdo, ndo houve diferenca estatistica
entre todos os grupos em M7 e M14, porém houve diferenca estatistica em M3 entre
os grupos Ae C (p<0.01) e B e C (p< 0.05) (Tabela 1).

Em M3, somente um animal do grupo B apresentava reepitelizacéo parcial da
lesdo por 12 intencdo e os demais ainda ndo apresentavam reepitelizagcdo. Embora,
em M7, a maioria dos animais de todos os grupos (A, B, C e D- 87,5%) apresentasse
reepitelizacao total da ferida, observou-se diferenca estatistica, na reepitelizacao das
lesGes de 12 intencédo neste momento de avaliacdo (p=0.0197). Nao houve diferenca
estatistica com relacdo a reepitelizacdo nas lesdes de 22 intencdo, independente do
tempo de avaliacao e do grupo estudado (p>0.05) (Tabela 2 e Figuras 1, 2 e 3).

No primeiro momento de avaliacdo, os animais de todos 0s grupos
apresentavam crosta fibrino-leucocitaria sobre ambas as lesbes e em M14, esta
esteve presente em apenas dois animais do grupo C, na lesao por 12 intencdo. A
maioria dos animais dos grupos B e D (87,5%) ndo apresentavam mais crosta
fibrino-leucocitaria em M7, enquanto que os animais dos grupos A e C (87,5%) ainda
apresentavam em sua maioria. Em M7, houve diferenca estatisticamente significante

com relacdo a presenca de crosta fibrino-leucocitaria nas lesées de 12 intencédo
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(p=0.0093), mas ndo com relacdo as lesbes de 22 intencdo (p>0.05) (Tabela 2 e
Figuras 1, 2 e 3).

Apenas dois animais (um do grupo B e um do grupo D) ndo apresentaram
neovascularizacdo em suas feridas de 12 intencdo em M3 e quatro animais (trés do
grupo A e um do grupo C) ainda apresentavam neovascularizagéo discreta em suas
feridas de 22 intencdo em M14. Houve diferenca estatisticamente significante entre
quantidade de neovascularizacdo em M3 (p=0.0445) e M7 (p=0.0109), porém néao
para M14 (p=0.9422), com relacdo a cicatrizacdo por 12 intencéo. Na cicatrizacdo de
22 intencdo, houve diferenca estatistica significante entre quantidade de
neovascularizacao apenas para o M3 (p=0.0009), especificamente para os grupos A
eB,eAeC (Tabela2e Figuras 1, 2 e 3).

Com relacao a intensidade do infiltrado inflamatorio, apenas dois animais (um
do grupo A e outro C) ndo apresentaram inflamagcdo em M3 para lesdo de 12
intencdo. Em M7, a maioria dos animais do grupo B (75%) ndo apresentava
inflamacdo em ambas as lesdes, enquanto que a maioria dos animais dos outros
grupos (A- 100%, C-75%, D- 62,5%) apresentava inflamacéo leve. Em M14, apenas
animais do grupo C ainda apresentavam inflamag&o leve nas lesbes de 12 e 22
intenc@o. Porém, ndo houve diferenca estatistica significante entre os trés momentos
avaliados na cicatrizacdo por 12 intencéo (p>0.05) e houve somente em M7 na
cicatrizacdo por 22 intencéo (p=0.0393) (Tabela 2 e Figuras 1, 2 e 3).

Em M3, o tipo de célula inflamatéria predominante em todas as lesdes dos
animais de todos os grupos foi o neutréfilo. Em M7, animais de todos 0s grupos,
independente do tipo de lesdo, apresentaram infiltrado inflamatorio misto, com
polimorfonucleares e mononucleares (linfocitos). Em M14, os animais do grupo C
com inflamacéo na leséo, apresentaram predominio de linfocitos no infiltrado.

Em M3 e M14, houve auséncia de macrofagos em ambas as lesbes de todos
0s animais dos quatro grupos experimentais. Em M7, houve diferenca
estatisticamente significante entre a concentracdo de macrofagos na cicatrizagao por
12 intencéo (p=0.0004) e na cicatrizagdo por 22 intencéao (p< 0.0001), onde todos os
animais do grupo B apresentaram auséncia de macrofagos em ambas as lesées e
todos os animais dos grupos A e C e a maioria grupo D (62,5%) apresentaram
concentracdo discreta de macréfagos em ambas as lesdes. Na cicatrizagao por 12 e
22 intencdo houve diferenca estatistica entre os grupos Ae B, Be C, e Be D (p<
0.05) (Tabela 2).
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Aumento na concentragdo de fibroblastos foi observado a partir do sétimo dia
de avaliacdo, quando todos os animais apresentavam pequena ou moderada
quantidade de fibroblastos em ambas as feridas, assim como a maioria dos animais
(A-100%, B-100%, C e D-87,5%) em M14. Observou-se diferenca estatisticamente
significante entre os grupos para este parametro somente em M7 para a cicatrizagcéo
por 12 intencao (p=0.0243) e em M7 (p=0.0219) e M14 (p=0.0119) para cicatrizacao
por 22 intencao (Tabela 2 e Figuras 1, 2 e 3).

Em M3, em todos os grupos estudados, ndo se observou aumento na
concentracéo de fibras coldgenas no tecido. Em M7, a maioria dos animais (A, B e
D- 100%, C -87,5%) apresentava pequena ou moderada quantidade de fibras
colagenas no tecido. Em M14, todos os animais do grupo B e a maioria do grupo D
(85,7%) apresentavam grande quantidade de fibras colagenas em ambos os tipos de
lesdo, enquanto a maioria dos animais dos outros dois grupos (A- 62,5%, C- 71,4%)
apresentava moderada quantidade. Houve diferenca estatistica entre os grupos para
este parametro avaliado somente em M14 para a cicatrizacdo por 12 intencéo
(p=0.0001) e para cicatrizacéo por 22 intencdo (p< 0.0001) (Tabela 2 e Figuras 1, 2 e
3).

DISCUSSAO

A cicatrizacdo pode também ser analisada do ponto de vista nutricional. Para
melhoria deste processo, pode-se realizar estimulo cicatricial com alimentacao
suplementada no pré-operatério, com dieta rica em proteinas (ex: glutamina e
arginina) e antioxidantes, principalmente o acido ascorbico™®.

A recomendacao diaria de vitamina C é de 90 mg/ dia para os homens e 75
mg/dia para as mulheres®. No presente estudo, foi administrada uma dosagem
diaria de 136mg de vitamina C para suplementacéo.

A desnutricdo € um dos principais problemas de saude mundial, que afeta
entre 20% e 60% dos pacientes hospitalizados. Esta muito relacionada ao aumento
da morbidade e mortalidade®, pois acarreta em alteracdes da funcdo imune,
hipoalbuminemia, niveis baixos de hemoglobina deficiéncia de cicatrizacdo, maior
incidéncia de complicacdes e maior tempo de internac&o®. Um estudo experimental
realizado em ratos desnutridos, submetidos a metade do fornecimento de racao,
mostrou que o0s animais apresentaram dificuldade no processo de cicatrizacao,

ocasionando aumento de 15% na mortalidade em relac&o ao grupo controle.



42

E considerada desnutricdo leve quando ocorre perda ponderal de 10%,
desnutricdo moderada, quando ha perda de 10 a 20% e grave quando maior que
20%2%. No presente estudo, os animais dos grupos C e D podem ser classificados
como desnutridos moderados, pois perderam cerca de 20% do peso corporal em
sua maioria.

Tanto as feridas cicatrizadas por 12 quanto por 22 intencdo apresentaram
coloracdo rosea em todos os momentos de avaliagdo. Embora, pacientes
desnutridos tenham maiores riscos de infeccédo e deiscéncia de sutura, isto nao foi
observado neste estudo, em nenhum dos momentos avaliados. Assim, como raros
animais apresentaram dor nas feridas e somente em M3, 0 que corrobora a
auséncia de infeccéo nas lesdes.

Em um dos estudos realizados, em que ratos foram submetidos a uma dieta
com restricAo protéica severa, obteve-se contracdo da ferida prejudicada e
cicatrizacdo retardada’ Em outro estudo com ratos utilizando dietas de teor protéico
variado e submetidos a trauma osteomuscular padronizado, também se verificou
reducdo na contracdo cicatricial dos animais utilizando dieta hipoprotéica, além de
diminuicdo na quantidade de células inflamatérias®’. O mesmo pode ser observado
em uma pesquisa sobre cicatrizagdo de feridas bucais, onde ratos submetidos a
uma dieta suplementada com nutrientes especificos, tiveram clinica e
histologicamente uma melhor cicatrizacd0?®. No presente trabalho, houve diferenca
estatistica entre a medida das lesdes em M7 para cicatrizagdo por 12 intencdo e em
M3 para a cicatrizagdo por 22 intencdo, porém sem interferéncia da desnutricdo ou
do uso da vitamina C (p>0.05). Assim como, presenca de crosta e do tipo hematica,
ocorreu apenas em M3 e M7, de pequena monta, sem diferenca entre 0s grupos
estudados, corroborando os dados acima de retracdo adequada da ferida. Em M3,
nenhum animal apresentava reepitelizacéo da ferida e em M14, todos apresentavam
reepitelizacao total. Em M7, a maioria dos animais apresentava reepitelizagéo total e
alguns parcial, com diferenca estatistica apenas para cicatrizacdo por 12 intencao.
Com relacdo a este parametro, também ndo houve interferéncia da desnutricdo ou
do uso da vitamina C, o que difere dos dados da literatura. Neste estudo, a auséncia
de infeccdo nas feridas, corroborada também por auséncia de crosta purulenta, pode
ter contribuido para adequada retracéo das feridas e reepitelizacao.

Estudos indicam que a suplementacdo de vitamina C associada ao acido

pantoténico e proteinas é importante na intervencdo de pacientes com Ulceras de
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pressdo e em ma cicatrizacéo de feridas no pés-cirdrgico®®. Em estudo realizado em
ratos, comprovou-se que o acido ascoérbico em uso topico diminui 0 nimero de
macrofagos, aumentando a quantidade de fibroblastos e favorecendo a deposicao
de colageno e organizacao das feridas. Assim, ha uma melhor reparacéo tecidual e
abreviac&o do tempo de cicatrizagao™®.

As fases do processo de cicatrizagdo estdo divididas em: inflamatéria, de
fibroplasia e de maturacdo. Na fase inflamatéria, ha aumento de permeabilidade
capilar, o que permite a migracao de células especificas como neutrofilos (6 a 48
horas), macréfagos (72 horas) e linfécitos (5 dias)?. Neste trabalho, observou-se o
padrdo esperado de células inflamatdrias no decorrer da cicatrizagdo. Tanto as
feridas cicatrizadas por 12 quanto por 22 intencdo apresentaram predominio de
neutréfilos em M3, padrédo misto (neutroéfilos e linfécitos) em M7 e apenas animais do
grupo C ainda apresentavam linfocitos em ambas as feridas em M14. Este dado
sugere gue o uso da vitamina C no grupo D, constituido por ratos desnutridos, pode
ter contribuido para auséncia de linfécitos no terceiro momento de avaliagdo, mesmo
sendo usada via oral, corroborando com o estudo de Lima et al.'®, que mostrou
efeito antiinflamatério no uso tépico da vitamina C. Com relagdo a intensidade do
processo inflamatério, em M7, a maioria dos animais do grupo B ndo apresentava
mais infiltrado inflamaté6rio, enquanto, a maioria dos animas dos demais grupos
ainda apresentava infiltrado discreto. Este dado mostra que a vitamina C diminui a
intensidade do processo inflamatorio nos animais eutroficos de forma mais precoce
do que nos animais desnutridos, provavelmente por diminuir a migracdo das células
inflamatorias. Além disto, o uso de vitamina C influenciou na ndo persisténcia de
crosta fibrino-leucocitaria para as lesfes cicatrizadas por 12 inten¢ao, pois em M7 a
maioria dos animais dos grupos B e D ndo apresentavam mais esta crosta diferente
dos animais dos grupos A e C que ainda apresentavam em sua maioria (p<0.05).

A presenca de macréfagos foi observada a partir de M7, estando ausente no
M3 e M14. Porém, o uso de vitamina C diminuiu a migracdo de macrofagos como
descrito na literatura'®, apenas no grupo eutréfico, onde néo foram observados
macrofagos em M7 também, mas ndo no grupo desnutrido. Este dado mostra que a
vitamina C parece néo ter acdo efetiva na diminuicdo da migracdo macrofagica em
desnutridos.

Na fase seguinte, classificada como de fibroplasia ou proliferativa, que ocorre

com 3 a 7 dias de evolucdo da ferida, ha grande proliferacdo vascular



44

(neoangiogénese) e aumento de fibroblastos®. Neste trabalho em M3, embora
microscopicamente, 0s animais dos quatro grupos  apresentassem
neovascularizacdo e a maioria dos animais do grupo A (87,5%) apresentasse
neovascularizacdo moderada semelhante a aqueles do grupo D, todos os animais
eutréficos (grupos A e B) ndo apresentavam granulacdo nas bordas de ambas as
lesdes, enquanto todos os animais desnutridos (grupos C e D) apresentavam
(p<0.05). A granulacdo observada nas bordas e no leito das lesdes cicatriciais
representa o0 tecido neovascularizado®’. Em relacdo & intensidade da
neovascularizagdo, houve diferenca estatistica apenas entre os grupos A e B na
cicatrizagdo por 12 intencdo em M3 e M7 e entre os grupos A e B e entre A e C para
M3 na cicatrizacdo por 22 intencdo, mostrando que o uso da vitamina C nao
influenciou este parametro, como esperado, porém a desnutricdo também ndo. Este
dado mostra que a influencia da desnutricdo sobre o processo cicatricial pode néo
estar relacionado com a neovascularizagao tecidual.

Os fibroblastos produzem substancia fundamental (composta por
glicosaminoglicanos, fibronectina e acido hialurbnico) e colageno, que iréo
reconstituir o tecido destruido®. Aumento do nimero de fibroblastos se iniciou em
M7, onde a maioria dos animais do grupo A (62,5%) e todos do grupo B
apresentaram moderada quantidade de fibroblastos na lesdo cicatrizada por 12
intencdo, enquanto poucos do grupo C (25%) e metade do grupo D apresentavam
moderada quantidade de fibroblastos (p<0.05). Assim como em M14, enquanto
todos os animais do grupo A apresentavam discreta quantidade de fibroblastos,
algunsdo grupo B (37,5%) apresentavam moderada quantidade e a maioria do grupo
D (57%) apresentava quantidade discreta a moderada, a maioria dos animais do
grupo C (75%) néo apresentava fibroblastos aumentados no tecido (p<0.05). Com
relacdo a cicatrizacdo por 22 intencdo, a maioria dos animais dos grupos A, B e D
(50%, 87,5%, 75% respectivamente) apresentou moderada quantidade de
fibroblastos na ferida, enquanto os animais do grupo C mostraram aumento discreto
em M7 (p<0.05). Em M14, a maioria dos animais do grupo B (87,5%) e alguns do
grupo A (37,5%) apresentava moderada quantidade de fibroblastos no tecido
(p<0.05). Estes dados mostram que o uso de vitamina C aumenta a proliferacao de
fibroblastos no tecido, mesmo nos animais desnutridos, o que pode contribuir para
melhor cicatrizacdo das feridas nestes, porém em momentos diferentes para

cicatrizagdo por 12 e 22 intencao.
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Na terceira fase da cicatrizacdo, de maturacdo, ocorre deposigao,
agrupamento e remodelamento do colageno, que esta presente nos tecidos sob a
forma de feixes de fibrilas longas, além de regressdo endotelial. Apds o depdsito
desordenado de substancias diversas e sintese de colageno sobre a cicatriz, ocorre
a reestruturacdo da ferida, ordenando-a. A partir dai, ha presenca de maior
quantidade de fibroblastos e fibras colagenas na ferida?’. O acido ascérbico torna-se
importante nesse processo, pois sua auséncia impede a regulacdo das hidroxilases
e, consequentemente, a formacdo da hidroxiprolina, hidroxilisina e colageno?®’. O
aumento de fibras colagenas ocorreu a partir de M7, como esperado. Todos o0s
animais do grupo B e a maioria dos animais do grupo D mostraram grande aumento
de fibras colagenas em M14 tanto para lesdes cicatrizadas por 12 quanto por 22
intencdo, diferente dos animais dos grupos sem uso de vitamina C que
apresentavam moderada quantidade (p<0.05). Assim, mesmo em animais
desnutridos a vitamina C pode contribuir para maior deposicdo de colageno no

tecido e melhor finalizacdo do processo cicatricial.

CONCLUSAO

Com os dados do presente estudo, pode-se concluir que o0 uso de vitamina C
em desnutridos, assim como em eutroficos, aumenta a proliferacdo fibroblastica e o
depdsito de colageno no tecido, além de diminuir a migracdo de linfocitos na fase
final da cicatrizac&do, o que contribui para melhorar a cicatrizagcéo, tanto de 12 quanto
de 22 intencdo nestes individuos. Porém, apenas nos animais eutroficos ocorreu o
efeito de diminuicdo da intensidade do processo inflamatério de forma precoce e

diminuicdo na migracao de macroéfagos.
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TABELAS
Tabela 1 — Escores predominantes* na analise morfologica das les6es
Tempo de avaliacao M3 M7 M14
Grupos A B C D A B C D A B C D
Parametros . T'p(.) de~
cicatrizacao
) 1a 1* 1* 1* 1* 1* 1* 1*  1* 1* 1* 17 1°

Cor da ferida

22 1* 1* 1* 1* 1* 1* 1*  1* 1* 1* 17 1°
Borda da 12 0* 0* 1° 1° 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0%
ferida 2a 0 0* 1° 1° 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0°

12 1% 17 1* 17 1* o* 0* 0* 0* 0* 0* 0%
Crosta 22 1% 1 1* 1* o0* 0* 0* o0* 0* 0* 0* 0°
Caracteristica 1@ ¢ 20 22 20 27 - B} - - - 0T
da crosta 2a 28 928 9a 93 g3 - - - - -

12 0 o0* o0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0°
Sensibilidade

22 0 o0* o0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0* 0°
Medida da 12 22 12 22 1®@ 12 o 0.25° O° 0* 0* 0% O°
lesdo 2a 12 1* 2° 2*® o* 0* 0.25* 1* 0* 0* 0* 0°

*Escore ocorrido no maior nimero de animais. Resultados com diferentes sobrescritos diferem
significativamente (p<0.05).
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Tabela 2 — Escores predominantes na analise histopatologica das lesdes.

Tempos de avaliagéo M3 M7 M14
Grupos A B C D A B C D A B C D
Parametros . T|p(_) deN

cicatrizacao
12 0 0 0* 0* 1% 2° 2P 2P 23 3 pa pa
Reepitelizacao
22 0* 0* 0* 0 28 22 238 22 2@ pa 9a 7a
CrOSta 1a 1a 1a 1a 1a 1a Ob Oa,b Oa,b Oa Oa Oa Oa
fibrinoleucocitaria 2a 12 1% 12 1® 12 0* 1* 1® 0® 0% 0® 0%
. . 1a 1a 1b la,b 1a,b 1a Ob 1a,b Oa,b Oa Oa Oa Oa
Neovascularizacao o 32 1b 1b 13b 13 g7 22 13 Of 02 OF O
Intensidade do 12 12 1@ 22 1% 1% 0* 1* 0* 0® 0% 1@ 0%
infiltrado
inflamatorio 22 2* 17 2° 2° 17 00 1* 17 0% 0" 0% O°
) 12 0* 0 0® 0* 1® 0o® 1* 0® 0% 0* 0 0
Macrofagos 0 0" 0° 0° 1° o 1° 1% O° Of OfF OF
_ 12 0* 08 0* 0* 2° 2° 12 1& 1% 1& Q* 18
Fibroblastos 2a 0° 0° 0® 0 18 2 18 b qa 23 b qa
. . 12 0* 0® 0* 0* 1® 1% 1@ 2@ 1@ 3 2@ 3P
Fibras colagenas 2a 0* 08 0° 0 17 18 1® 1@ 208 3P 23 3P

*Escore ocorrido no maior nimero de animais. Resultados com

significativamente (p<0.05).

diferentes sobrescritos diferem
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FIGURAS

Figura 1 — Analise histopatoldgica em M3. A direita, cicatrizacdo por 12 intencdo e a
esquerda cicatrizacdo por 22 intencao. Notar presenca de crosta fibrino-leucocitaria e
infiltrado inflamatério em todas as imagens. A e B — animal do grupo A. Ce D —
animal do grupo B. E e F — animal do grupo C. G e H — animal do grupo D.

(Hematoxilina-eosina, aumento de 200x). Presidente Prudente, 2013.
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Figura 2 — Analise histopatoldgica em M7. A direita, cicatrizac&o por 12 intencéo e a
esquerda cicatrizacdo por 22 intencao. Notar presenca de crosta fibrino-leucocitaria
somente em A, B e F e infiltrado inflamatério mais exuberante em Ee F. Ae B —
animal do grupo A. C e D — animal do grupo B. E e F — animal do grupo C. Ge H —
animal do grupo D. (Hematoxilina-eosina, aumento de 200x). Presidente Prudente,
2013.
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Figura 3 — Andlise histopatologica em M14. A direita, cicatrizagcdo por 12 intencéo e a
esquerda cicatrizacdo por 22 intengao. Notar presenca de crosta fibrino-leucocitaria e
infiltrado inflamatério apenas em E. A e B — animal do grupo A. C e D — animal do
grupo B. E e F — animal do grupo C. G e H — animal do grupo D. (Hematoxilina-

eosina, aumento de 200x). Presidente Prudente, 2013.
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ANEXOS

Anexo 1 - Aprovacio do Trabalho pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE).

(.‘cmrdcnﬂdt?ri'a Central de Pesquisa (CCPq)
Comissiao de Etica no Uso de Animais (CEUA)

PARECER FINAL

Declaramos para os devidos [ins que o Projeto de Pesquisa intitulado “ACAO
DO ACIDO ASCORBICO NA CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS DE
RATOS DESNUTRIDOS” cadastrado no PROGRAMA ESPECIAL DE INICIACAQ
CIENTIFICA (PEIC) na Coordenadoria Central de Pesquisa (CCPg) e na Comissio de
Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o nimero n® 1103 (online) tendo como
pesquisadora responsavel a Profa.Dra. GISELE ALBORGHETTI NAL o Prof. Dr.
PAULO EDUARDO PARDO. o (éenico participante CARLOS ALEXANDRE
SANT'ANNA DE OLIVEIRA ¢ as académicas GIOVANA DE CARVALHO
KATAYAMA , LARISSA DE QUEIROZ MAMEDE , LOUISE MARIA
MANZOLI RIBEIRO , MARY ELLEN DE OLIVEIRA MARTINS DISCONZI ¢
TAYANE CARVALHO ISIDORO DA SILVA [oi avaliado ¢ APROYADO nas duas

instincias da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE de Presidente Prudente-SP,

Presidente Prudente. 01 de junho de 2012,

7 U Al citp,
rigyes Garcia Jr. Profal Ms. Adria co de Brito
Jea da CCPq Coordenadora da CEUA-UNOESTE

Prof. Dr. Ja iQit}
Coordenador el
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Anexo 2 — Analise morfoldgica das feridas.

Morfologia das feridas em M3. Notar presenca de crosta em todas as feridas. A — animal do
Grupo A. B — animal do Grupo B. C — animal do Grupo C. D — animal do Grupo D.



56

Morfologia das feridas em M7. Notar auséncia de crosta nas feridas em B. A — animal do
Grupo A. B — animal do Grupo B. C — animal do Grupo C. D — animal do Grupo D.
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Morfologia das feridas em M14. Notar presenca de crosta nas feridas apenas em C. A —
animal do Grupo A. B —animal do Grupo B. C — animal do Grupo C. D — animal do Grupo D.
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Anexo 3 — Normas de publicacdo da revista cientifica a qual o artigo sera
submetido.

Revista de Nutrigao
mvﬁ.d' e —

Escopo e politica

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

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

Categoria dos artigos

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

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

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

Revisdo (a convite): sintese de conhecimentos disponiveis sobre determinado tema,
mediante analise e interpretacdo de bibliografia pertinente, de modo a conter uma
analise critica e comparativa dos trabalhos na area, que discuta os limites e alcances
metodoldgicos, permitindo indicar perspectivas de continuidade de estudos naquela
linha de pesquisa (limite maximo de 6 mil palavras). Serdo publicados até dois
trabalhos por fasciculo.

Comunicacdao: relato de informacdes sobre temas relevantes, apoiado em pesquisas
recentes, cujo mote seja subsidiar o trabalho de profissionais que atuam na area,
servindo de apresentacdo ou atualizacdo sobre o tema (limite maximo de 4 mil
palavras).

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


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1415-5273&lng=pt&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1415-5273&lng=pt&nrm=iso
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Ensaio: trabalhos que possam trazer reflexdo e discussdo de assunto que gere
questionamentos e hipéteses para futuras pesquisas (limite maximo de 5 mil palavras).
Secdo Tematica (a convite): secdo destinada a publicagdo de 2 a 3 artigos
coordenados entre si, de diferentes autores, e versando sobre tema de interesse atual
(maximo de 10 mil palavras no total).

Categoria e a area teméatica do artigo: os autores devem indicar a categoria do artigo
e a area tematica, a saber: alimentacdo e ciéncias sociais, avaliacdo nutricional,
bioguimica nutricional, dietética, educacdo nutricional, epidemiologia e estatistica,
micronutrientes, nutricdo clinica, nutricAo experimental, nutricdo e geriatria, nutricao
materno-infantil, nutricio em producdo de refeicdes, politicas de alimentacdo e
nutricdo e coletiva.

Pesquisas envolvendo seres vivos

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

Registros de Ensaios Clinicos

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

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

Procedimentos editoriais

Autoria

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

Os manuscritos devem conter, na pagina de identificacdo, explicitamente, a
contribuicdo de cada um dos autores.
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Processo de julgamento dos manuscritos

Todos os outros manuscritos so6 iniciardo o processo de tramitacdo se estiverem de
acordo com as Instrucdes aos Autores. Caso contrario, serdo devolvidos para
adequacdo as normas, inclusdo de carta ou de outros documentos eventualmente
necessarios.

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

Originais identificados com incorre¢des e/ou inadequagdes morfoldgicas ou sintéticas
serdao devolvidos antes mesmo de serem submetidos a avaliacdo quanto ao
mérito do trabalho e a conveniéncia de sua publicacao.

Aprovados nesta fase, 0s manuscritos serdo encaminhados aos revisores ad hoc
selecionados pelos editores. Cada manuscrito sera enviado para dois revisores de
reconhecida competéncia na tematica abordada, podendo um deles ser escolhido a
partir da indicacdo dos autores. Em caso de desacordo, o original sera enviado para
uma terceira avaliagéo.

Todo processo de avaliagdo dos manuscritos terminard na segunda e ultima versao.

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

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

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

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

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

Manuscritos aceitos: manuscritos aceitos poderdo retornar aos autores para
aprovacao de eventuais alteracdes, no processo de editoracdo e normalizacédo, de
acordo com o estilo da Revista.

Provas: serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a correcdo de erros de
impressdo. As provas devem retornar ao Nucleo de Editoracdo na data estipulada.
Outras mudancas no manuscrito original ndo seréo aceitas nesta fase.

Preparo do manuscrito

Submissao de trabalhos

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

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

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

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

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

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

O texto do artigo devera empregar fonte colorida (cor azul) ou sublinhar, para todas as
alteracdes, juntamente com uma carta ao editor, reiterando o interesse em publicar
nesta Revista e informando quais alteragbes foram processadas no manuscrito, na


http://www.scielo.br/rn
http://www.scielo.br/rn
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versao reformulada. Se houver discordancia quanto as recomendag¢fes dos revisores,
o(s) autor(es) deverdo apresentar os argumentos que justificam sua posigéo. O titulo e
0 coédigo do manuscrito deverao ser especificados.

Pagina de rosto:

a) titulo completo - deve ser conciso, evitando excesso de palavras, como "avaliacao
do....", "consideracdes acerca de..." 'estudo exploratério....";

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

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

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

e) Indicacdo dos enderecos completos de todas as universidades as quais estao
vinculados os autores;

f) Indicacdo de endereco para correspondéncia com o autor para a tramitacdo do
original, incluindo fax, telefone e endereco eletrénico;

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

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

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

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

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

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

Texto: com excegdo dos manuscritos apresentados como Revisdo, Comunicagao,
Nota Cientifica e Ensaio, os trabalhos deveréo seguir a estrutura formal para trabalhos
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cientificos:

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

Métodos: deve conter descricao clara e sucinta do método empregado, acompanhada
da correspondente citacdo bibliogréfica, incluindo: procedimentos adotados; universo e
amostra; instrumentos de medida e, se aplicavel, método de validacéo; tratamento
estatistico.

Em relacéo a analise estatistica, os autores devem demonstrar que os procedimentos
utilizados foram ndo somente apropriados para testar as hipoteses do estudo, mas
também corretamente interpretados. Os niveis de significancia estatistica (ex. p<0.05;
p<0.01; p<0.001) devem ser mencionados.

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

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

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

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

O(s) autor(es) se responsabiliza(m) pela qualidade das figuras (desenhos, ilustracées,
tabelas, quadros e gréaficos), que deverdo ser elaboradas em tamanhos de uma ou
duas colunas (7 e 15cm, respectivamente); ndo € permitido o formato paisagem.
Figuras digitalizadas deverao ter extensao jpeg e resolu¢cdo minima de 300 dpi.

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

A publicacdo de imagens coloridas, ap0s avaliacdo da viabilidade técnica de sua
reproducdo, sera custeada pelo(s) autor(es). Em caso de manifestacdo de interesse
por parte do(s) autor(es), a Revista de Nutricdo providenciard& um orcamento dos
custos envolvidos, que poderdo variar de acordo com o numero de imagens, sua
distribuicdo em paginas diferentes e a publicacdo concomitante de material em cores
por parte de outro(s) autor(es).
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Uma vez apresentado ao(s) autor(es) o orgamento dos custos correspondentes ao
material de seu interesse, este(s) devera(do) efetuar depdsito bancario. As
informacdes para o depdsito serdo fornecidas oportunamente.

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

Concluséo: apresentar as conclusdes relevantes, considerando os objetivos do
trabalho, e indicar formas de continuidade do estudo. Nado serdo aceitas citacdes
bibliograficas nesta sec¢éao.

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

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

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

Referéncias de acordo com o estilo Vancouver

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

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

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

N&o serdo aceitas citagOes/referéncias de monografias de conclusao de curso de
graduacdo, de trabalhos de Congressos, Simpoésios, Workshops, Encontros, entre
outros, e de textos néo publicados (aulas, entre outros).

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

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

CitacOes bibliograficas no texto: deverdo ser expostas em ordem numérica, em
algarismos arabicos, meia linha acima e ap0és a citacdo, e devem constar da lista de
referéncias. Se forem dois autores, citam-se ambos ligados pelo "&"; se forem mais de
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dois, cita-se o primeiro autor, seguido da expresséo et al.

A exatiddo e a adequacdo das referéncias a trabalhos que tenham sido
consultados e mencionados no texto do artigo sé&o de responsabilidade do autor.
Todos os autores cujos trabalhos forem citados no texto deveréo ser listados na secéo
de Referéncias.

Exemplos
Artigo com mais de seis autores

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

Artigo com um autor

Burlandy L. A construcdo da politica de seguranca alimentar e nutricional no Brasil:
estratégias e desafios para a promoc¢do da intersetorialidade no ambito federal de
governo. Ciénc Saude Coletiva. 2009; 14(3):851-60. doi: 10.1590/S1413-
81232009000300020.

Artigo em suporte eletrénico

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

Alberts B, Lewis J, Raff MC. Biologia molecular da célula. 52 ed. Porto Alegre: Artmed;
2010.

Livro em suporte eletronico

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

Capitulos de livros

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

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

Dissertacdes e teses

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

Texto em formato eletrénico

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

Programa de computador

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

Lista de checagem

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

- Verificar se o texto, incluindo resumos, tabelas e referéncias, esta reproduzido com
letras fonte Arial, corpo 11 e entrelinhas 1,5 e com formatacdo de margens superior e
inferior (N0 minimo  2,5cm), esquerda e direita (N0 minimo  3cm).

- Indicacao da categoria e area tematica do artigo.
- Verificar se estdo completas as informacdes de legendas das figuras e tabelas.
- Preparar pagina de rosto com as informacgdes solicitadas.

Inclur o nome de agéncias financiadoras e o0 numero do processo.
Indicar se o artigo é baseado em tese/dissertacdo, colocando o titulo, o0 nome da

instituicao, 0 ano de defesa.
- Incluir titulo do manuscrito, em portugués e em inglés.
- Incluir titulo abreviado (short title), com 40 caracteres, para fins de legenda em todas as
paginas.

- Incluir resumos estruturados para trabalhos submetidos na categoria de originais e
narrativos para manuscritos submetidos nas demais categorias, com um minimo de 150
palavras e maximo de 250 palavras nos dois idiomas, portugués e inglés, ou em
espanhol, nos casos em que se aplique, com termos de indexagcao
- Verificar se as referéncias estdo normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas na
ordem em que foram mencionadas pela primeira vez no texto, e se todas estao citadas no
texto.

- Incluir permissdo de editores para reproducdo de figuras ou tabelas publicadas.
- Cépia do parecer do Comité de Etica em pesquisa.
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Documentos

Declaracédo de responsabilidade e transferéncia de direitos autorais

Cada autor deve ler e assinar os documentos (1) Declaracdo de Responsabilidade e
(2) Transferéncia de Direitos Autorais, nos quais constarao:

- Titulo do manuscrito:
- Nome por extenso dos autores (na mesma ordem em que aparecem no manuscrito).
- Autor responsavel pelas negociacoes:

1. Declaracdo de responsabilidade: todas as pessoas relacionadas como autoras
devem assinar declaracdes de responsabilidade nos termos abaixo:

- "Certifico que participei da concepcdo do trabalho para tornar publica minha
responsabilidade pelo seu conteudo, que ndo omiti quaisquer ligacbes ou acordos de
financiamento entre os autores e companhias que possam ter interesse na publicacédo
deste artigo";

- "Certifico que o manuscrito € original e que o trabalho, em parte ou na integra, ou
qualquer outro trabalho com contetdo substancialmente similar, de minha autoria, ndo
foi enviado a outra Revista e ndo o0 sera, enquanto sua publicacdo estiver sendo
considerada pela Revista de Nutricdo, quer seja no formato impresso ou no eletrénico”.

2. Transferéncia de Direitos Autorais: "Declaro que, em caso de aceitacao do artigo, a
Revista de Nutricdo passa a ter os direitos autorais a ele referentes, que se tornarao
propriedade exclusiva da Revista, vedado a qualquer reproducéo, total ou parcial, em
qualquer outra parte ou meio de divulgacéo, impressa ou eletrénica, sem que a prévia
e necessaria autorizagdo seja solicitada e, se obtida, farei constar o competente
agradecimento a Revista".
Assinatura do(s) autores(s) Data __ / __/

Justificativa do artigo

Destaco que a principal contribuicdo do estudo para a area em que se insere € a
seguinte:

(Escreva um paragrafo justificando porque a revista deve publicar o seu artigo,
destacando a sua relevancia cientifica, a sua contribuicdo para as discussfdes na area
em que se insere, o(s) ponto(s) que caracteriza(m) a sua originalidade e o
consequente potencial de ser citado)
Dada a competéncia na area do estudo, indico o nome dos seguintes pesquisadores
(trés) que podem atuar como revisores do manuscrito. Declaro igualmente ndo haver
qualquer conflito de interesses para esta indicagao.
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