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RESUMO

Introducgao: O lupus eritematoso sistémico (LES) é doencga inflamatéria auto-imune,
que resulta em aumento dos niveis circulantes de mediadores inflamatorios. Alguns
estudos tém demonstrado a habilidade dos acidos graxos 6mega-3 em reduzir as
concentragdes de proteina C-reativa (PCR), eicosanoides pro-inflamatérios, citocinas,
quimiocinas e de outros biomarcadores da inflamacao. Por essas propriedades, a
suplementacdo com essa classe de lipideos pode representar terapia adicional ao
tratamento de doencgas inflamatdrias cronicas sistémicas, como LES. Objetivos: 1-
apresentar revisao da literatura cientifica sobre os efeitos dos acidos graxos 6mega-3
em pacientes com LES; 2- analisar o efeito da suplementagdo com esse nutriente na
atividade da doenga, nos exames laboratoriais e nos niveis plasmaticos de citocinas
(IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-q, leptina e adiponectina). Métodos: No ensaio clinico,
foram avaliadas 49 mulheres com LES, sendo 22 do grupo de estudo e 27 do grupo
controle. As pacientes do grupo de estudo receberam 2g de 6mega-3 por dia (1040mg
de EPA + 200mg de DHA) durante 12 semanas. A atividade da doenca foi avaliada
pelo SLEDAI-2K, as citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a por citometria de fluxo
ultrassensivel e, leptina e adiponectina pelo método ELISA de captura. Avaliacédo
nutricional pelo indice de massa corporal e pela biocimpedancia, assim como
marcadores bioquimicos foram avaliados ao inicio do estudo (T0) e ao final (T1).
Resultados: A suplementagdo do dmega-3 néo resultou em alteragdes da atividade
da doenca e dos niveis séricos das citocinas. Houve aumento significativo dos niveis
séricos de colesterol total (T0=180,0 (456,0-193,5) mg/dL e T1=188,0 (162,0-214,5)
mg/dL, p=0,012), LDL-c (T0=100,0 (88,0-120,5) mg/dL e T1=115,5 (90,0-129,2)

mg/dL, p=0,003) e da glicemia (T0=77,5 (75,0-84,5) mg/dL e T1=83,0 (75,0-87,0)



mg/dL, p=0,043) no grupo que recebeu suplementagcdo. Os niveis de PCR
aumentaram significativamente no grupo controle (T0=5,0 (4,9-9,6) mg/dL e T1=5,0
(4,9-11,6) mg/dL, p=0,009) enquanto nao se modificaram no grupo de estudo. Nessa
amostra, 69,4% (34) das pacientes apresentavam excesso de peso (IMC225,0kg/m?)
e em 73,5% (36) o percentual de gordura corporal estava acima do recomendado.
Conclusées: Estudos longitudinais placebo controlados sdo necessarios de modo a
avaliar a relagao entre a suplementagdo com dmega-3, os niveis de colesterol e o
processo inflamatério no LES, além da avaliacdo da dose eficaz e do tempo de

tratamento.

Palavras-chave: lUupus eritematoso sistémico, acidos graxos émega-3, inflamacao,

citocinas, adipocinas.



ABSTRACT

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease, which
results in systemic inflammation and tissue damage. A few studies have demonstrated
that omega-3 fatty acids reduces the concentrations of eicosanoids, cytokines,
chemokines, C-reactive protein (CRP) and other biomarkers of inflammation.
Supplementation with this class of lipids may bring benefits to treatment of
inflammatory diseases such as SLE. Objectives: 1-carry out are view of the scientific
literature on the effects of omega-3 fatty acids in patients with SLE; 2- analyze the
effect of omega-3 fatty acids supplementation on disease activity, biochemistry tests
and plasma levels of cytokines (IL- 4, IL -6, IL-10, IL-17A , TNF-a , leptin and
adiponectin). Methods: This clinical trial encompassed 49 women with SLE, 22 in the
study group and 27 in the control group. The study group patients received 2g of
omega-3 daily (1040mg EPA + 200mg DHA) for 12 weeks. Disease activity was
assessed by SLEDAI-2K, cytokines (IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A and TNF-a) by
ultrasensitive flow cytometryand leptin and adiponectin by ELISA, at the beginning of
the study (TO) and at the end (T1). Nutritional status was assessment by body mass
indexand bioimpedance. Resultos: Omega-3 did not impact on disease activity and
serum levels of cytokines. A significant increase in serum total cholesterol (T0=180.0
(456.0-193.5) mg/dL and T1=188.0 (162.0-214.5) mg/dL, p=0.012), LDL-c (T0=100.0
(88.0-120.5) mg/dL and T1=115.5 (90.0-129.2) mg/dL, p=0.003) and glucose (T0=77.5
(75.0-84.5) mg/dL and T1=83.0 (75.0-87.0) mg/dL, p=0.043) in the group that received
supplementation was seen. CRP levels increased significantly in the control group
(T0=5.0 (4.9-9.6) mg/dL and T1=5.0 (4.9-11.6) mg/dL, p=0.009) while they remained

unchanged in the study group. In this sample, 69.4% (34) of the patients were



overweight (BMI=225.0 kg/m?) and in 73.5% (36) the percentage of body fat was higher
than recommended. Conclusions: Future trials are required to better assess the
relationship between omega-3 supplementation, levels of cholesterol and inflammation
in SLE. Furthermore, these trials should also assess what the effective dosage and

duration of treatment.

Keywords: systemic lupus erythematosus, omega-3 fatty acids, inflammation,

cytokines, adipokines.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

O lupus eritematoso sistémico (LES) é doenga inflamatéria auto-imune, cuja
etiologia € desconhecida, em que varios 6rgaos e tecidos podem ser acometidos, em
diversas combinagdes. A forma de apresentagao clinica é bastante heterogénea e
caracteriza-se por periodos de exacerbagao e remissao. A gravidade da doencga é
variavel: desde formas leves e intermitentes até quadros graves e fulminantes. As
taxas de morbidade e mortalidade estdo aumentadas em pacientes com LES quando
comparadas com as da populagéo geral, contudo, os avangos terapéuticos ocorridos
nas Ultimas décadas melhoraram significativamente a evolugéo da doenga’.

O LES é primariamente uma doenga com deficiéncias na regulagao do sistema
imunoldgico. Predisposicdo genética associada, aos estimulos ambientais e
hormonais, produz o desequilibrio da imunorregulagdo celular, com perda da
tolerancia aos auto-antigenos, resultando em resposta auto-imune e aumento dos

niveis circulantes de mediadores inflamatérios?-3.

1.1 Patogénese do lupus eritematoso sistémico

Em condigdes normais, os auto-antigenos que sao reconhecidos pelo
sistema imunoldgico estao presentes, principalmente, na superficie das
células ativadas ou que estdo em processo de apoptose. Todavia, em individuos com
LES ocorre defeito genético na apoptose, o que resulta em programagao anormal da
morte celular*. Além disso, a fagocitose e o clearance dos imunocomplexos e das
células apoptoticas sao deficientes, permitindo a persisténcia de antigenos e
imunocomplexos. As células B, responsaveis pela produ¢ado dos auto-anticorpos, séo

persistentemente ativadas e induzidas ao processo de maturacao pelo fator de
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ativagcao das células B (BAFF), também conhecido como estimulador de linfocitos B
(BLyS), frequentemente aumentado no LES®. Este aumento persistente dos auto-
anticorpos nao é controlado adequadamente pelos mecanismos que deveriam
interromper o processo e transformar a resposta imune em self (propria), quais sejam:
anticorpos anti-idiotipicos, células T reguladoras CD4+ ou células T supressoras
CD8+°.

Alguns imunocomplexos, particularmente aqueles que contém proteinas de
DNA ou RNA, ativam o sistema imunoldgico inato via receptor ftoll-like 9 (TLR-9) ou
TLR-7, respectivamente. Esses imunocomplexos se depositam em orgaos-alvo
ativando células dendriticas, que levam a produc¢ao de interferons (IFN) tipo 1 e fator
de necrose tumoral (TNF) a, e células T que produzem IFN-y, interleucina (IL) 6 e IL-
10. Além disso, as células Natural Killer e T ndo conseguem produzir quantidades
adequadas de fator de transformacao do crescimento (TGF) B. Tanto a imunidade
inata quanto a adaptativa conspiram para a producédo continua dos auto-anticorpos.
Esta resposta auto-imune habitualmente é controlada ao longo de alguns anos, mas

quando falha, resulta em manifestacdes clinicas da doenga®.

| Autosnticoros
| Imunocomplexos |—-l-| Macrdfagos Calulas B —
IL-&
[ Células dendriticas |

| Cdiviss T reguistddes |

-5 L2
1'_'.:."12 IL-10 el I-21
M-y -l et

Figura 1. Fisiopatogenia do lupus eritematoso sistémico, Belo Horizonte, MG, 2014.
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1.2 Omega-3 e inflamagao

Considerando os mecanismos desencadeadores da inflamacéao, sabe-se que a
composi¢ao de acidos graxos nos fosfolipideos das membranas celulares influencia
na classe de eicosanoides produzidos. Os eicosanoides estdo entre os principais
mediadores e reguladores da inflamagéao e incluem prostaglandinas (PG), leucotrienos
(LT), tromboxanos e outros derivados oxidados’2.

A dieta ocidental, rica em acidos graxos 6mega-6, favorece a incorporagao de
AA nas membranas celulares, aumentando a produgao de eicosanoides das séries 2
e 4 (prostaglandina E2 e leucotrieno B4) por meio das vias enzimaticas da
ciclooxigenase e lipoxigenase, respectivamente. Alta produgao desses eicosanoides
esta relacionada com a ocorréncia de disturbios imunolégicos, doencgas
cardiovasculares e inflamatorias®'°. Ja o consumo de alimentos fontes de acidos
graxos 6mega-3 ou suplementos contendo este nutriente leva a incorporagao de
derivados como acido eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA) nas
membranas celulares, desencadeando a producédo de prostaglandinas da série 3 e
leucotrienos da série 5. Esses possuem caracteristicas menos inflamatérias que
aqueles eicosanoides derivados do acido araquidonico (AA)% 11,

Os efeitos benéficos dos acidos graxos poli-insaturados émega-3 tém sido
extensivamente estudados, principalmente aqueles sobre o sistema cardiovascular'?
5. Nos ultimos anos, cresceu o interesse sobre o papel desse nutriente na redugéo
da inflamagao, como um todo6-25,

Estudos com animais e humanos, em diversas condicdes e usando diferentes
doses, tém demonstrado a habilidade dos acidos graxos 6mega-3 em reduzir as
concentragdes de proteina C-reativa (PCR), eicosanoides pro-inflamatérios, citocinas,

quimiocinas e outros biomarcadores da inflamagao'”?°. Em culturas de células,
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demonstrou-se a habilidade desses acidos graxos em inibir a produgao de citocinas
inflamatdrias classicas como TNF-q, IL-1, IL-62"23. No entanto, esses resultados sdo
ainda controversos e essa relagado parece ser dose-dependente. Além do mais, EPA
e DHA sao também precursores de substancias denominadas resolvinas e protectinas
que possuem, por sua vez, caracteristicas anti-inflamatérias e imunomoduladoras, e
podem agir na resolugdo da inflamagao?42°,

Por essas propriedades, a suplementagdo com essa classe de lipideos pode
representar terapia adicional no tratamento de doencgas inflamatdrias crbnicas
sistémicas, como o lupus eritematoso sistémico (LES) e outras doengas reumaticas.
Estudos realizados em individuos com artrite reumatoide referem melhora da
avaliacao fisica geral da dor, da rigidez matinal e redu¢ado no uso de medicamentos

anti-inflamatérios apds suplementagdo com dmega-326-28,

1.3 Omega-3 e lUpus eritematoso sistémico

O conhecimento sobre o papel do dmega-3 nas doencas cardiovasculares e
outras doengas inflamatoérias como a artrite reumatoide estimulou estudos sobre o
possivel beneficio deste acido graxo no controle da inflamagao de individuos com
LES. Porém, até o momento, poucos estudos avaliaram o papel dos acidos graxos
Omega-3 no LES.Esses acidos graxos parecem estar associados com a diminuigao
da atividade da doencga, sugerindo que a suplementacdo com essa classe de lipideos
possa representar opgao adicional ao tratamento farmacologico tradicional do LES2®-
36, Além disso, esses acidos graxos demonstraram efeitos benéficos na prevencgao ou
controle das comorbidades associadas ao LES, como doencas cardiovasculares®’,

dislipidemia383? e diabetes mellitus®®.
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O interesse pelos efeitos dos fatores nutricionais tanto na preveng¢ao quanto no
controle de doengas, e a escassez de evidéncias cientificas sobre os efeitos do dmega
-3 em individuos com LES, levou-nos a propor este estudo cujo objetivo foi analisar a
influéncia da suplementagao com acidos graxos émega-3 nos niveis circulantes de
citocinas pré e anti-inflamatérias de mulheres com LES atendidas no Servigo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

O presente trabalho constitui Tese do Doutorado apresentada ao Programa de
Pd6s-Graduagao em Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais, area de concentragdo em Ciéncias
Clinicas, na linha de pesquisa Nutricao e Lupus Eritematoso Sistémico, para obtengao
do grau de Doutor em Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto. Essa linha de pesquisa
teve inicio com a parceria do Grupo de Nutricdo do Instituto Alfa de Gastroenterologia
e o Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, em 2007, com as Dissertacbes de Mestrado desta aluna e de uma
Reumatologista do Servico. Essas dissertacbes deram origem a trés artigos:
“‘Avaliacdo do estado nutricional e da atividade fisica em pacientes com lupus
eritematoso sistémico” (ANEXO A), “Nutritional status and food intake in patients with
systemic lupus erythematosus” (ANEXO B) e “Excess weight and associated risk
factors in patients with systemic lupus erythematosus” (ANEXO C).

De acordo com as diretrizes do Programa, a tese sera apresentada na forma
de dois artigos cientificos. A formatagdo da tese segue as orientagbes contidas no
“Guia para redagdo e apresentagdo de monografias, dissertagcoes e teses”0. A
formatacdo das referéncias bibliograficas segue as instrugdes dos periddicos e foi
organizada com o auxilio do programa EndNote Web.

Este volume contém:
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1. Consideragdes iniciais: apresenta a fundamentacgao tedrica, a partir de reviséo
da literatura, a justificativa e o objetivo geral da pesquisa;

2. Apresentacao dos objetivos do Artigo | e do Artigo II;

3. O primeiro artigo, intitulado Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e lupus
eritematoso sistémico: o que sabemos?, teve como objetivo principal apresentar
revisdo da literatura cientifica sobre o papel dos acidos graxos émega-3 no LES.
Foi aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Reumatologia (ANEXO D).

4. O segundo artigo, Influéncia da suplementagdao com acidos graxos poli-
insaturados o6mega-3 no perfil inflamatério de pacientes com lupus
eritematoso sistémico, teve como principal objetivo analisar a influéncia da
suplementagéo com acidos graxos 6mega 3 nos niveis plasmaticos de citocinas pré
e anti-inflamatdrias em pacientes com LES;

5. Consideragdes finais: compreendem os aspectos criticos e relevantes do
estudo, recomendacdes e aplicacdes;

6. Apéndices;

7. Anexos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO DO ARTIGO |

1. Apresentar revisdo da literatura cientifica sobre os efeitos dos acidos graxos

Omega-3 em pacientes com LES.

2.2 OBJETIVOS DO ARTIGO Il

1. Analisar o efeito da suplementacdo com acidos graxos dmega-3 na atividade
da doenca avaliando as manifestagdes clinicas e alteragées dos exames laboratoriais,
em pacientes com lupus eritematoso sistémico, atendidos em Servigo Terciario de

Hospital Universitario, em Belo Horizonte.

2. Analisar o efeito da suplementacdo com &acidos graxos 6mega-3 nos niveis
plasmaticos de citocinas pro e anti-inflamatoérias (IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a),

nestes pacientes.

3. Analisar o efeito da suplementagdo com acidos graxos 6mega-3 nos niveis
plasmaticos das citocinas do tecido adiposo - leptina e adiponectina, nestes pacientes

com LES.
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3.1.1 Resumo

Diversos estudos tém demonstrado a habilidade dos acidos graxos émega-3 em
reduzir as concentragdes de proteina C-reativa (PCR), eicosandides pré-inflamatarios,
citocinas, quimiocinas e de outros biomarcadores da inflamagdo. Por essas
propriedades, a suplementacdo com essa classe de lipideos pode representar terapia
adicional ao tratamento de doencgas inflamatdrias cronicas sistémicas, como o lupus
eritematoso sistémico (LES) e outras doengas reumaticas. O papel dessa classe de
lipideos no LES ainda ndo esta bem estabelecido. No entanto, parece haver relacao
entre o consumo deste tipo de gordura e a diminuigdo das manifestacées e da
atividade inflamatéria da doenca. Sendo assim, este artigo apresenta revisdo da
literatura cientifica sobre os efeitos dos acidos graxos 6mega-3 em pacientes com
LES. Realizou-se levantamento bibliografico junto aos bancos de dados Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE) e Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), utizando-se como palavras-
chave: lupus eritematoso sistémico, acidos graxos poli-insaturados édmega-3, acido
eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA), antioxidantes e dieta.
Foram incluidos artigos publicados até setembro de 2013. Quarenta e trés artigos
relacionados ao tema foram encontrados. Apds limitar a busca apenas para estudos
realizados em seres humanos foram encontrados 15 artigos, sendo trés de reviséo e

12 ensaios clinicos.

Palavras-chave: |Upus eritematoso sistémico, acidos graxos poli-insaturados 6mega-

3, acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA), antioxidantes.
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3.1.2 Abstract

Various studies have demonstrated the impact of omega-3 fatty acids on the
concentration of C reactive protein (CRP), pro-inflammatory eicosanoids, cytokines,
chemokines and other inflammatory mediators. Therefore, the supplementation of
these type of lipids may represent additional option treatment for chronic systemic
diseases, such as Systemic Lupus Erythematous and other rheumatic diseases. The
role of these lipids has not been well established, yet. However, it seems there is a
direct relationship between its intake and the decrease of the disease clinical
manifestations as well as of the inflammatory status of the patients. Thus, the aim of
this manuscript is to present a thorough review on the effects of omega-3 fatty acids in
patients with SLE. Bibliographic data set as the Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online (MEDLINE) and Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude (LILACS) were searched using as key words: systemic lupus
erythematous, polyunsaturated fatty acids omega-3, eicosapentanoic acid (EPA),
docosahexanoic acid (DHA), antioxidants and diet. Manuscripts published up to
September 2013 were included. There were 43 articles related to the topic, however

only 15 pertained human studies, with three review articles and 12 clinical studies.

Key words: systemic lupus erythematous, polyunsaturated fatty acids omega-3,

eicosapentanoic acid (EPA), docosahexanoic acid (DHA), antioxidants and diet.
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3.1.3 Introducéo

Os efeitos benéficos dos acidos graxos poli-insaturados émega-3 tém sido
extensivamente estudados, principalmente aqueles sobre o sistema cardiovascular™
4. Nos ultimos anos, cresceu o interesse sobre o papel desse nutriente na redugdo da
inflamagéo®.

Esses acidos graxos sao considerados essenciais e devem ser fornecidos pela
alimentagao ou na forma de suplementos. Competem com o acido araquidénico (AA),
membro da familia 6mega-6, pela mesma via enzimatica, e estimulam a producao de
prostaglandinas da série 3 e leucotrienos da série 5, que possuem menor agao
inflamatoria que aqueles eicosandides derivados do AA®.

Diversos estudos tém demonstrado a habilidade dos acidos graxos 6mega-3
em reduzir as concentracbes de proteina C-reativa (PCR), eicosandides pro-
inflamatérios, citocinas, quimiocinas e de outros biomarcadores da inflamagéao’-'°.
Além disso, o acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA),
membros da familia 6émega-3, sado precursores de mediadores lipidicos denominados
resolvinas e protectinas, que possuem caracteristicas anti-inflamatérias e
imunomoduladoras™'-'3.

Por essas propriedades, a suplementagdo com essa classe de lipideos pode
representar terapia adicional ao tratamento de doencgas inflamatdérias crbnicas
sistémica, como o lupus eritematoso sistémico (LES) e outras doengas reumaticas.
Estudos realizados em individuos com artrite reumatoide referem melhora da
avaliagao fisica geral, da dor, da rigidez matinal e, redugdo no uso de medicamentos

anti-inflamatorios apos suplementagiao com émega-3'4-16.
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O papel desses acidos graxos no LES ainda ndo esta bem estabelecido. No
entanto, parece haver relagao entre o consumo deste tipo de gordura e a diminuicao
das manifestagdes e da atividade inflamatdria da doenga'’-25.

Os autores apresentam revisdo da literatura cientifica sobre os efeitos dos

acidos graxos 6mega-3 em pacientes com LES.
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3.1.4 Métodos

Realizou-se revisdo de literatura cientifica baseada no levantamento
bibliografico junto aos bancos de dados MEDLINE e LILACS. Utilizaram-se como
palavras-chave: lupus eritematoso sistémico, acidos graxos poli-insaturados émega-
3, acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA), antioxidantes e
dieta. Foram incluidos artigos publicados até setembro de 2013. Quarenta e trés
artigos relacionados ao tema foram encontrados. Apds limitar a busca apenas para
estudos realizados em seres humanos foram encontrados 15 artigos, sendo trés

artigos de revisao e 12 ensaios clinicos.
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3.1.5 Lupus Eritematoso Sistémico

O Ilupus eritematoso sistémico (LES) € doencga inflamatéria auto-imune,
multissistémica, com amplo espectro de manifestagdes, clinicamente caracterizada
por periodos de atividade e remiss&o, com curso e prognostico variaveis. A gravidade
da doenca varia desde formas leves e intermitentes até quadros graves e fulminantes.
Entretanto, remissdo completa e permanente é rara?5.

Embora a causa do LES n&o seja conhecida, admite-se que a interagcao de
fatores genéticos, hormonais e ambientais participe do desencadeamento dessa
doenca, havendo perda do equilibrio da imunorregulagdo celular?’. Este desequilibrio
imunoldgico ocorre por meio da perda da tolerancia a antigenos nucleares, ativagao
desregulada dos linfécitos B e T e, subsequente ativagao policlonal de linfécitos B com
a producdo de grande quantidade de auto anticorpos reativos e formacao de
complexos imunologicos. Estes, conjuntamente com os auto anticorpos, sao os
principais responsaveis pela lesdo tecidual e dano organico??.

Este processo complexo envolve a interagado de varias citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesao e receptores de reconhecimento de padrao (pattern- recognition
receptors - PRRs), que desencadeiam a ativagéo celular?®.

Os linfocitos T com resposta funcional TH1 sdo estimulados pela interleucina
(IL) 12 a produzir fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e IL2.
Ja os linfécitos TH2 produzem IL4, IL5 e IL13 quando estimulados pela IL4.
Significante elevacéao de citocinas, decorrentes da resposta TH1 é observada em soro
de pacientes com LES indicando provavel desequilibrio no padrdao de resposta
TH1/TH228. A resposta funcional TH17, e os niveis séricos de outras citocinas como

IL23, IL18, IL21, IL33 também encontram-se elevados, mas o papel delas na
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patogénese da doenga ainda esta sendo estudado?®. Muitas destas citocinas est&o
elevadas no soro de pacientes com LES e, sdo associadas a pior atividade da doenca
ou a determinadas manifestagdes clinicas?®-32,

Até o momento, poucos estudos avaliaram o papel da nutricdo na patogénese
do LES. Os &cidos graxos poli-insatutados édmega-3 poderiam ter efeitos clinicos
benéficos no LES, em virtude das acgbes anti-inflamatdrias, o que justificaria o uso

como outra opgao no tratamento da doenga’s.

3.1.6 Acidos graxos poli-insaturados dmega-3

Os acidos graxos podem ser classificados como saturados (sem duplas
ligacdes entre atomos de carbono) e mono ou poli-insaturados de acordo com o
numero de ligacdes duplas em cadeia. Os acidos graxos saturados mais frequentes
na alimentagcdo de humanos sao: laurico, miristico, palmitico e estearico (que variam
de 12 a 18 atomos de carbono). Os acidos graxos insaturados sao classificados em
duas categorias principais: poli-insaturados, representados pelas séries 6mega-6
(sendo os principais representantes os acidos linoleico e araquiddnico) e 6mega-3
(sendo os principais representantes os acidos a-linolénico, eicosapentaendico (EPA)
e docosahexaendico (DHA)) ou monoinsaturados representados pela série 6mega-9
(oleico). Omega-3 (w-3) e 6mega-6 (w-6) sdo considerados essenciais por ndo serem
sintetizados pelo organismo. O acido linoleico (18:2 w-6) € o precursor dos demais
acidos graxos poli-insaturados da série 6mega-6, cujas principais fontes alimentares
sdo os Oleos vegetais de soja, milho, e girassol. Na familia 6mega-3, o acido a-
linolénico (18:3 w-3) é encontrado em alguns vegetais como canola e linhaga e EPA

(20:5 w-3) e DHA (22:6 w-3) em peixes de aguas frias e profundas (cavala, sardinha,
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salmé&o, arenque). Ja o acido oleico (18:1 w-9) pode ser sintetizado pelo organismo e
tem como principais fontes dietéticas o 6leo de oliva, o 6leo de canola, a azeitona, o

abacate e as oleaginosas (amendoim, castanhas, nozes, améndoas)?33.

3.1.7 Mecanismos de acao dos acidos graxos 6mega-3

Os primeiros dados que sugerem o possivel papel anti-inflamatério dos acidos
graxos 6mega-3 derivam de estudo epidemiolégico com esquimds da Groenlandia,
realizado por Kronmann and Green em 1980. Os autores verificaram que a
prevaléncia de doengcas com componente inflamatério como infarto agudo do
miocardio, diabetes mellitus, esclerose multipla, asma brénquica e tireotoxicose foi
menor na populacdo do estudo que nas populagbes dos paises ocidentais. Os
esquimoés consomem dieta rica em frutos do mar, fontes de acidos graxos poli-
insaturados®*. A partir de entdo, foram realizados diversos estudos buscando verificar
o papel desses lipideos em diversas doencgas crénicas nas quais a inflamagao tem
papel central na patogénese.

As familias w-3 e w-6, por meio dos seus membros EPA, DHA e acido
araquiddénico (AA), sao as duas classes de lipideos essenciais para a sintese de
eicosanoides. Os eicosanoides estao entre os principais mediadores e reguladores da
inflamagéao. Incluem prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT), tromboxanos e outros
derivados oxidados. Sdo produzidos pelas vias oxidativas das enzimas cicloxigenase
(COX) e lipoxigenase (LOX)%.

Devido a semelhanga quimica, acido linoleico e a-linolénico competem pelas
mesmas enzimas para sintetizar os derivados com 20 atomos de carbono: AA (20:4

w-6), acido eicosapentaendico (EPA) (20:5 w-3) e acido eicosatriendico (ETA) (20:3



35

w-9). O acido a-linolénico ainda possui um derivado com 22 atomos de carbono, o

acido docosaexaendico (DHA) (22:6 w-3)33:3637 (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo dos acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6, Belo Horizonte, MG, 2014.
Adaptado de Leonard et al, 2004

Alto consumo de acido linoleico favorece o aumento do conteudo de AA nos
fosfolipidios de membrana, aumentando a producao de eicosandides das séries 2 e 4
(prostaglandina E2 e leucotrieno B4) por meio das vias enzimaticas da ciclooxigenase
e lipoxigenase, respectivamente. Alta producéo desses eicosandides esta relacionada
com a ocorréncia de disturbios imunolégicos, doengas cardiovasculares e
inflamatdrias. Por outro lado, o consumo de acidos graxos da familia w-3, como o
acido a-linolénico, EPA ou DHA, que competem com o AA pelas mesmas vias
enzimaticas, inibe competitivamente a oxidacdo do acido araquidonico pela
ciclooxigenase (COX) para prostaglandinas e a conversao para leucotrienos (LTs) via
5-lipoxigenase (LOX)%33, O acido graxo 6mega-6 leva a producgdo de eicosandides
das séries 2 e 4 (PGEZ2, tromboxano A2 (TXA2) e leucotrieno B4 (LTB4)) que sao

todos inflamatérios. PGEZ2 induz a inUmeros efeitos pro-inflamatérios como aumento
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da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, hiperemia e hiperalgesia3®4°, TXA2
promove a sintese de citocinas inflamatdrias, IL-18 e TNF-a por fagdcitos
mononuclerares3®4!. Ja o LTB4, além de causar aumento da permeabilidade vascular
e hiperemia, é potente agente quimioatraente de leucécitos que induz a produgao de
enzimas lisossomais e aumenta a produgdo de espécies reativas de oxigénio e
citocinas como TNF-q, IL-1B e IL-63%40 (Figura 2).

Desta forma, o acido graxo O6mega-3 age diminuindo a formacédo de
eicosanoides com caracteristicas inflamatdrias, ja que compete com acidos graxos
6mega-6 pela mesma via enzimatica, e ainda inibe a sintese de TNF-a, IL-1 e IL-6 e
reduz a expressdo de moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1)*2. E também
substrato para a sintese de eicosandides das séries 3 e 5, que possuem
caracteristicas menos inflamatorias® (Figura 2).

Anido Araquidénioo EPA DHA

Lox COX w LOX SO a LOX
PGs sérin 2 LTs série 4 PGs sérin 3 Lissérfia8 Reasolvinas séria E Resolvinas o protectinas
W_/ \ ; série D
Babo polencial pré-irflamaténo

Alfio potancial pré-inflamatério Fotencial ant-inflamatsrio s de

resolucio da inflamagio

Figura 2. Sinteses e agoes dos mediadores lipidicos produzidos pelo AA, EPA e DHA, Belo Horizonte, MG, 2014.
AA: acido araquidoénico; EPA: acido eicosapentaendico; DHA: acido docosahexaendico; COX:
ciclooxigenase; LOX: lipoxigenase; PG: prostaglandinas; LT: leucotrienos
Adaptado de Calder et al, 2010"

Estudos com culturas de células tém demonstrado ainda que EPA e DHA
podem inibir a producao de citocinas inflamatérias classicas como TNF-qa, IL-1, IL-6
entre outras*®43-%5 Em individuos saudaveis ja foi demonstrada diminuigcdo na
producdo de TNF-a, IL-1B e IL-6 por mondcitos e células mononucleares apés a

suplementagéo com 6leo de peixe®'%46 apesar de outros estudos n&o confirmarem
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esses achados®4748, Tais diferengas podem ter ocorrido devido a diferenga de doses
utilizadas, tempo de tratamento e amostras nao representativas.

Também em culturas de células, foi verificada inibicdo da proliferacao de
células T e producgdo de IL-2 apds suplementagdo com EPA e DHA*°. No entanto,
esses achados sdo ainda inconsistentes em estudos com humanos.

Além disso, EPA e DHA sao precursores de mediadores lipidicos chamados
resolvinas e protectinas. A via de producao desses mediadores também envolve as
enzimas ciclooxigenaxe e lipoxigenase (Figura 2). Em estudos com culturas de células
e com animais, tem sido demonstrado que tanto as resolvinas quanto as protectinas
sa0 anti-inflamatdrias e imunomoduladoras''-13%0, Resolvinas E1 e D1 e protectina D1
podem inibir a migragao transendotelial de neutrdfilos, prevenindo a infiltracdo dessas
células imunolégicas no local da inflamagdo. Resolvina E1 pode ainda inibir a
producdo de IL-1 e a protectina E1 de IL-1 e TNF-a%°. Desta forma, esses mediadores
lipidicos podem ajudar na resolugéo da inflamagao e limitagdo dos danos causados
aos tecidos.

Assim, a razéo entre a ingestao diaria de alimentos fontes de acidos graxos w-
6 e w-3 assume grande importancia na nutricdo humana36. No entanto, a dieta
ocidental é caracterizada por alto consumo de acidos graxos poli-insaturados w-6 e
alta relagao w-6/w-3, o que pode favorecer a patogénese de muitas doengas, incluindo
as cardiovasculares, inflamatorias, auto-imunes e cancer. Estima-se que a relacdo w-
6/w-3 na dieta ocidental seja de 15-20:1. Por outro lado, aumento do consumo de
Omega-3, com consequente diminui¢ao na relagdo entre esses acidos graxos, parece

exercer efeito supressor na patogénese dessas doencgas®’.
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3.1.8 Omega-3 e LES

Até o momento, foram realizados poucos estudos investigando os efeitos dos
acidos graxos 6mega-3 em individuos com LES. No entanto, alguns ensaios clinicos
sugerem que a suplementagdo com essa classe de lipideos pode representar terapia
adicional ao tratamento farmacoldgico tradicional desta doenca devido as
propriedades anti-inflamatoérias’-25,

Parece haver diferenca nos niveis de acidos graxos nas hemacias e no plasma
de individuos com LES e naqueles sem a doenca. No entanto, ndo se sabe se essa
diferenga ocorre devido a dieta inadequada ou a propria doenga. Aghdassi et al. (2011)
compararam a composicao de acidos graxos nas células vermelhas e no plasma entre
mulheres com LES e controles sem a doencga, entre pacientes com LES com ou sem
histéria de doenga cardiovascular (DCV) e entre as pacientes que faziam ou nao uso
de prednisona. Na membrana de eritrocitos de individuos com LES foram encontrados
menores indices de 6mega-3 (EPA+DHA) e de EPA isoladamente quando
comparados com individuos sadios. Ja no plasma nao foram encontradas diferencas
significativas quanto ao conteudo de acidos graxos entre pacientes e controles. Além
disso, os pacientes com LES com histéria de DCV apresentaram maiores indices
plasmaticos de acidos graxos monoinsaturados e maiores indices de acidos graxos
poli-insaturados da familia 6mega-6 que aqueles sem DCV. Pacientes em uso de
prednisona apresentaram maiores niveis de 6mega-3 e menores indices de AA/EPA
quando comparados com aqueles sem uso de prednisona. Entretanto, essas
diferengas nao foram estatisticamente significativas?3.

Estes baixos niveis de 6mega-3 poderiam contribuir para piora da inflamagéao

ja presente nestes pacientes, indicando que a suplementacéo deste nutriente, por sua
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vez, contribuiria para melhora do perfil inflamatério e, consequentemente, da atividade
da doenga, como constatado por Elkan et al. (2012) em estudo realizado com 114
pacientes com LES e 122 individuos sem a doencga. Os autores verificaram que
maiores niveis de EPA e DHA nas células do tecido adiposo de pacientes com LES
foram negativamente associados com atividade da doenca (medida pelo Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index — SLEDAI-2K) e presenca de placas
aterosclerdticas. Por outro lado, maiores niveis de 6mega-6 foram positivamente
associados com maior indice de dano (avaliado pelo Systemic Lupus International
Collaboration Clinics/ American College of Rheumatoloy Damage Index—SLICC/ACR)
e com presenga de placas ateroscleroticas. Neste estudo a avaliagdo da ingestao
alimentar identificou que os individuos com LES descreveram maior consumo de
carboidratos e menor consumo de fibras e acidos graxos poli-insaturados (6mega-6 e
Omega-3) que os individuos do grupo controle. A ingestdo de carboidrato foi
positivamente associada com a quantidade de acidos graxos dmega-6 presente no
tecido adiposo. Nao foi encontrada associagcéo entre a ingestdo de carboidratos,
fibras, acidos graxos saturados e monoinsaturados com a atividade da doenga ou
indice de dano?.

O primeiro estudo avaliando o efeito dos acidos graxos 6mega-3 em pacientes
com LES utilizou 6leo de peixe e, foi publicado em 1989 por Clark et al. Os autores
analisaram o efeito do 6mega-3 (EPA e DHA) em 12 individuos com LES e nefrite e,
concluiram que a suplementagcdo da dieta com o6leo de peixe pode afetar os
mecanismos envolvidos na inflamacéo e na aterosclerose. Os pacientes receberam
suplementagao durante cinco semanas com doses diarias de 6,0g de dleo de peixe,
seguido por periodo de cinco semanas sem suplementacgéo e, em seguida, mais cinco

semanas de 18,0g de 6leo de peixe por dia. Verificou-se aumento dos niveis de EPA
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e DHA nos fosfoslipideos de membranas e diminui¢cao da incorporagcao de AA. Estas
mudancgas foram associadas com diminuicdo da agregagao de plaquetas e da
viscosidade sanguinea e aumento na flexibilidade dos glébulos vermelhos. Houve
também reducéao significativa na producdo de LTB4 por neutréfilos. A dose mais
elevada de 6leo de peixe induziu diminui¢ao de 38% dos niveis de triglicerideos e 39%
no colesterol VLDL associada ao aumento de 28% nos niveis de colesterol HDL. N&o
foi verificado efeito sobre o titulo de anti-DNA e albuminuria’.

Em contrapartida, em outro ensaio clinico, realizado por esse mesmo grupo de
pesquisadores resultados diferentes foram encontrados. Em 21 pacientes com nefrite
lupica estavel, suplementados com dose diaria de 15g de 6leo de peixe ou placebo
contendo azeite de oliva, por um ano, nao foi verificada melhora da fungao renal ou
da atividade da doenga no grupo de estudo quando comparado com 0 grupo que usou
placebo. Quanto aos lipideos sanguineos, apenas o colesterol VLDL e os triglicerideos
apresentaram redugao significativa apos o tratamento com o6leo de peixe, enquanto
as fragcdes LDL e HDL nao foram afetadas’®.

Ja Westberg et al. (1990) avaliaram os efeitos dos acidos graxos 6mega-3 em
60 pacientes com LES moderadamente ativo por meio da suplementacdo com
capsulas contendo 6leo de peixe ou capsulas de azeite de oliva como placebo.
Durante os primeiros trés meses os pacientes suplementados com 6émega-3
apresentaram significativa melhora dos parémetros clinicos e laboratoriais. No
entanto, apds seis meses de suplementacdo nao foram detectadas diferengas entres
0S grupos, sugerindo, segundo os autores, que os efeitos do suplemento ocorrem
apenas por curto periodo’®.

Em 2004, Duffy et al. publicaram outro ensaio clinico em que foi avaliado o

efeito da suplementagdo com dmega-3 e/ou cobre em pacientes com LES. Cinquenta
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e dois pacientes foram divididos em quatro grupos de tratamento. Um grupo recebeu
3g de dleo de peixe em capsulas (540mg EPA + 360mg DHA/capsula) e 3mg de cobre,
o outro 3g de 6leo de peixe e placebo de cobre, o terceiro grupo foi suplementado com
3mg de cobre e placebo de 6leo de peixe e o quarto com placebo de ambos nutrientes.
ApoOs seis meses de suplementacgéao, verificou-se diminui¢do da atividade da doenca,
medida pelo Systemic Lupus Activity Measure (SLAM), de 6,12 para 4,69 (p<0,05). Os
componentes do SLAM mais afetados pela suplementagao foram pele, sistema
neuromotor e exames laboratoriais?.

Os efeitos benéficos do 6mega-3 na reducdo da atividade da nefrite lupica
foram avaliados por Nakamura et al. (2005). Os autores analisaram o efeito da
suplementagao diaria com 1,8g de EPA purificado, em seis pacientes com nefrite
lupica, diagnosticada por biopsia renal. Apos trés meses de suplementacéo foi
encontrada diminuicdo dos niveis de AA e aumento dos niveis de EPA nos
fosfolipideos plasmaticos, além da diminui¢do dos niveis urinarios de 8-isoprostano
(de 530+113pg/mg * CR para 235t49pg/mg * CR, p=0,02). Estes achados, na opiniao
dos autores, indicaram que o EPA pode promover diminui¢cdo do estresse oxidativo,
com consequentes beneficios no tratamento da nefrite lUpica. Ja quando avaliados
parametros imunoldégicos, ndo foram encontradas diferengas significativas nos valores
de anti-DNA e complemento sérico apds tratamento com émega-32".

Wright et al. (2008) compararam os efeitos do consumo diario de trés gramas
de 6mega-3 (1200g de DHA + 1800g de EPA) com o uso de placebo de dleo de oliva,
em 60 pacientes com LES, por um periodo de 24 semanas. ldentificaram que a
suplementagdo com édmega-3 em pacientes com LES n&o apenas pode ter efeito
terapéutico sobre a atividade da doenga, medida segundo os indices Systemic Lupus

Activity Measure (SLAM-R) e British Isles Lupus Assessment Group (BILAG), como
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também pode promover melhora da fungéo endotelial e redugao do estresse oxidativo,
conferindo beneficios cardiovasculares??.

Recentemente Bello et al (2013) publicaram ensaio clinico duplo-mascarado
placebo controlado, no qual 85 pacientes com LES foram randomizados em um grupo
recebendo 3g diarios de suplemento de dmega-3 ou placebo. Apds 12 semanas de
suplementagao nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos
quanto a atividade da doenga, niveis séricos de marcadores inflamatérios (ICAM-1,
VCAM-1 e IL-6) e funcdo endotelial. Ja quanto ao perfil lipidico, os pacientes que
receberam 6mega-3 apresentaram aumento significativo dos niveis de LDL-c,
enquanto aqueles do grupo placebo apresentaram redugao significativa dessa
lipoproteina.

Os estudos avaliando o efeito dos acidos graxos dmega-3 no LES estdo

listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Estudos de intervengao com acidos graxos émega-3 em pacientes com lupus eritematoso sistémico (LES), Belo
Horizonte, MG, 2014.

Estudo

N

Desenho do estudo

Resultados

Clark et al, 1989'

12 individuos com nefrite
lUpica

Suplementacdo com 6,0g émega-
3/dia por cinco semanas, seguidas
de cinco semanas sem nenhuma
suplementagao e mais outras cinco
semanas com 18,0g de 6mega-3/dia

Aumento dos niveis de EPA e DHA nos fosfolipideos de
membrana e reducéo dos niveis de AA

Diminuigdo da agregacédo de plaquetas e da viscosidade
sanguinea

Aumento da flexibilidade dos glébulos vermelhos

Reducao da producao de LTB4 por neutrofilos

Reducao em 38% dos niveis de triglicerideos e em 39% dos
niveis de VLDL-c

Aumento de 28% dos niveis de HDL-c

Sem efeitos sobre niveis de anti-DNA e albuminuria

Wetsberg et al,
199018

60 individuos com LES
moderadamente ativo

Suplementacdo de édmega-3 versus
placebo
Seis meses de suplementacao

Melhora dos pardmetros clinicos e laboratoriais nos
primeiros 3 meses de suplementagao
Sem modificagdes apds seis meses de suplementagao

Clark et al, 1993

21 individuos com nefrite
lUpica estavel

159 de 6leo de peixe versus placebo
de azeite de oliva
1 ano de suplementacao

Sem modificagdes na funcao renal e na atividade da doenca
Reducao dos niveis sanguineos de VLDL-c e triglicerideos
Sem alteragdes dos niveis de LDL-c e HDL-c

Duffy et al, 20042°

52 individuos com LES

4 grupos: (1) 3g de dmega-3 + 3mg
de cobre; (2) 3g de 6mega-3 +
placebo de cobre; (3) 3mg de cobre +
placebo de 6mega-3; (4) placebo de
6mega-3 e cobre

Seis meses de suplementacao

Reducao da atividade da doenga nos grupos que receberam
6mega-3

Nakamura et al,
20052

6 individuos com nefrite
lUpica

Suplementagao com doses diarias de
1,89 de EPA purificado Trés meses
de suplementagao

Reducéo dos niveis de AA e aumento dos niveis de EPA nos
fosfolipideos de membrana

Reducao dos niveis urinarios de 8-isoprostano

Sem alteragdes nos valores de anti-DNA e complemento
sérico
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Wright et al,
20082

60 individuos com LES

Suplementacdo com 3g/dia de
6mega-3 versus placebo de azeite de
oliva

Seis meses de suplementacio

Reducao dos niveis de atividade da doenca
Melhora da funcao endotelial
Reducéo do estresse oxidativo

Aghdassi
20112

et al,

32 individuos com LES e
20 controles sem a
doenca

Compararam a composicao de
acidos graxos nos eritrécitos e no
plasma de: mulheres com LES e sem
a doencga; entre pacientes com LES
com e sem historia de DCV; entre as
pacientes que faziam ou n&o uso de
corticoide

Menores indices de 6mega-3 na membrana de eritrocitos de
individuos com LES que naqueles sem a doenga

Maiores indices plasmaticos de acidos graxos 6mega-6 em
pacientes com LES com histéria de DCV

Maiores niveis 6mega-3 em pacientes em uso de corticéide
Porém diferencas nao foram estatisticamente significativas

Elkan et al,
2012

114 pacientes com LES e
122 individuos sem a
doenca

Avaliaram o conteudo de acidos
graxos 6mega-3 e Omega-6 nas
células do tecido adiposo de
pacientes com LES

Associagao negativa entre maiores niveis de EPA e DHA nas
células do tecido adiposo e atividade da doencga e presenca
de placas ateroscleroéticas

Associagao positiva entre maiores niveis de dmega-6 nas
células do tecido adiposo indice de dano e presenca de
placas ateroscleréticas

Bello et al, 2013%

85 individuos com LES

Suplementagcdo com 3g de émega-
3/dia versus placebo
Doze semanas de suplementagao

Sem alteracdes da fungao endotelial e atividade da doencga
Aumento dos niveis de LDL-c em individuos que receberam
6mega-3

Sem alteracdes nos niveis dos marcadores inflamatérios (IL-
6, ICAM-1 e VCAM-1)

LES: lupus eritematoso sistémico; EPA: acido eicosapentaendico; DHA: acido docosahexaendico; LT: leucotrieno; VLDL-c: lipoproteina de muita baixa densidade;
LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; AA: acido araquidénico; DCV: doenga cardiovascular; IL: interleucina; ICAM: molécula
de adesao intercelular; VCAM: molécula de adesao das células vasculares.
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3.1.9 Consideracdes finais

Estudos clinicos sugerem que a suplementagdo com acidos graxos poli-
insaturados Omega-3 pode representar opg¢ado adicional ao tratamento
farmacoldgico tradicional do LES pelas propriedades anti-inflamatoérias'’-?%. Esta
classe de lipideos esta relacionada com a produgao de eicosandides com menor
acgao inflamatéria do que os produzidos pelos acidos graxos pertecentes a familia
Omega-6, além da reducao dos niveis séricos de citocinas inflamatérias e da
ativacao de linfocitos T.

Os ensaios clinicos realizados diferem muito quanto a dose utilizada,
variando entre 1,8 e 18,0 gramas de 6leo de peixe, e ao tempo de tratamento,
que variou de cinco semanas a 12 meses. Ha ainda duvidas quanto aos efeitos
positivos serem devido ao consumo de EPA, DHA ou a combinagéo de ambos.
Além disso, a maioria dos estudos apresenta numero reduzido de participantes,
0 que limita as conclusdes.

Deste modo, sdo ainda necessarios mais estudos, com maior nimero de
participantes, de modo a avaliar o real efeito desses acidos graxos em pacientes

LES, a dose eficaz e o tempo de tratamento.
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3.2.1 Resumo

Introdugao: O lupus eritematoso sistémico (LES) € doenca inflamatéria auto-
imune, que resulta em aumento dos niveis circulantes de mediadores
inflamatorios. Alguns estudos tém demonstrado a habilidade dos acidos graxos
Omega-3 em reduzir as concentragcbes de proteina C-reativa (PCR),
eicosanoides pro-inflamatorios, citocinas, quimiocinas e de outros
biomarcadores da inflamacéo. Por essas propriedades, a suplementagdo com
essa classe de lipideos pode representar terapia adicional ao tratamento de
doencas inflamatérias crbnicas sistémicas, como LES. Objetivos: Analisar o
efeito da suplementacdo com esse nutriente na atividade da doencga, nos exames
laboratoriais e nos niveis plasmaticos de citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-
a, leptina e adiponectina). Métodos: Foram avaliadas 49 mulheres com LES,
sendo 22 do grupo de estudo e 27 do grupo controle. As pacientes do grupo de
estudo receberam 2g de 6mega-3 por dia (1040mg de EPA + 200mg de DHA)
durante 12 semanas. A atividade da doenca foi avaliada pelo SLEDAI-2K, as
citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a por citometria de fluxo ultrassensivel
e, leptina e adiponectina pelo método ELISA de captura. Avaliagdo nutricional
pelo indice de massa corporal e pela bioimpedancia, assim como marcadores
bioquimicos foram avaliados ao inicio do estudo (TO) e ao final (T1).
Resultados: A suplementagcdo do émega-3 nao resultou em alteragcbes da
atividade da doenga e dos niveis seéricos das citocinas. Houve aumento
significativo dos niveis séricos de colesterol total (T0=180,0 (456,0-193,5) mg/dL
e T1=188,0 (162,0-214,5) mg/dL, p=0,012), LDL-c (T0=100,0 (88,0-120,5) mg/dL

e T1=115,5 (90,0-129,2) mg/dL, p=0,003) e da glicemia (TO=77,5 (75,0-84,5)
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mg/dL e T1=83,0 (75,0-87,0) mg/dL, p=0,043) no grupo que recebeu
suplementagdo. Os niveis de PCR aumentaram significativamente no grupo
controle (T0=5,0 (4,9-9,6) mg/dL e T1=5,0 (4,9-11,6) mg/dL, p=0,009) enquanto
ndo se modificaram no grupo de estudo. Nessa amostra, 69,4% (34) das
pacientes apresentavam excesso de peso (IMC225,0kg/m?) e em 73,5% (36) o
percentual de gordura corporal estava acima do recomendado. Conclusoées:
Estudos longitudinais placebo controlados sdo necessarios de modo a avaliar a
relagdo entre a suplementacdo com Omega-3, os niveis de colesterol e o
processo inflamatério no LES, além da avaliagado da dose eficaz e do tempo de

tratamento.

Palavras-chave: Iupus eritematoso sistémico, acidos graxos Omega-3,

inflamacao, citocinas, adipocinas.
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3.2.2 Abstract

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease,
which results in systemic inflammation and tissue damage. A few studies have
demonstrated that omega-3 fatty acids reduces the concentrations of
eicosanoids, cytokines, chemokines, C-reactive protein (CRP) and other
biomarkers of inflammation. Supplementation with this class of lipids may bring
benefits to treatment of inflammatory diseases such as SLE. Objectives:
Analyze the effect of omega-3 fatty acids supplementation on disease activity,
biochemistry tests and plasma levels of cytokines (IL- 4, IL -6, IL-10, IL-17A
TNF-a , leptin and adiponectin). Methods: This clinical trial encompassed 49
women with SLE, 22 in the study group and 27 in the control group. The study
group patients received 2g of omega-3 daily (1040mg EPA + 200mg DHA) for 12
weeks. Disease activity was assessed by SLEDAI-2K, cytokines (IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17A and TNF-a) by ultrasensitive flow cytometryand leptin and adiponectin
by ELISA, at the beginning of the study (T0) and at the end (T1). Nutritional status
was assessment by body mass index and bioimpedance. Results: Omega-3 did
not impact on disease activity and serum levels of cytokines. A significant
increase in serum total cholesterol (T0=180.0 (456.0-193.5) mg/dL and T1=188.0
(162.0-214.5) mg/dL, p=0.012), LDL-c (T0=100.0 (88.0-120.5) mg/dL and
T1=115.5 (90.0-129.2) mg/dL, p=0.003) and glucose (T0=77.5 (75.0-84.5) mg/dL
and T1=83.0 (75.0-87.0) mg/dL, p=0.043) in the group that received
supplementation was seen. CRP levels increased significantly in the control
group (T0=5.0 (4.9-9.6) mg/dL and T1=5.0 (4.9-11.6) mg/dL, p=0.009) while they

remained unchanged in the study group. In this sample, 69.4% (34) of the
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patients were overweight (BMI=25.0 kg/m?) and in 73.5% (36) the percentage of
body fat was higher than recommended. Conclusions: Future trials are required
to better assess the relationship between omega-3 supplementation, levels of
cholesterol and inflammation in SLE. Furthermore, these trials should also

assess what the effective dosage and duration of treatment.

Keywords: systemic lupus erythematosus, omega-3 fatty acids, inflammation,

cytokines, adipokines.
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3.2.3 Introducgéo

Os primeiros dados que sugerem o possivel efeito anti-inflamatério dos
acidos graxos 6mega-3 derivam de estudo epidemiolégico com esquimos da
Groenlandia, realizado por Kronmann and Green em 1980. Os esquimods
consomem dieta rica em frutos do mar, fontes de acidos graxos poli-insaturados.
Os autores verificaram que a prevaléncia de doengcas com componente
inflamatorio como infarto agudo do miocardio, diabetes mellitus, esclerose
multipla, asma brdénquica e tireotoxicose foi menor na populacédo do estudo que
nas populagbes dos paises ocidentais”.

Os acidos graxos podem ser classificados como saturados e insaturados.
Desses ultimos fazem parte os acidos graxos da familia 8mega-3 [representada
principalmente pelo &acido a-linolénico, eicosapentaenoico (EPA) e
docosahexaenoico (DHA)], e aqueles da familia &mega-6 [representada
principalmente pelo acido linoleico e acido araquiddnico (AA)J°.

As familias 6mega-3 e dmega-6, por meio dos seus membros EPA, DHA
e AA, sao as duas classes de lipideos essenciais para a sintese de eicosanoides,
que estdo entre os principais mediadores e reguladores da inflamacgao. Incluem
prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT), tromboxanos e outros derivados
oxidados?.

O lupus eritematoso sistémico (LES), doenga inflamatéria auto-imune,
caracteriza-se pela perda do equilibrio da imunorregulagéo celular e aumento
dos niveis circulantes de mediadores inflamatérios*®. Alguns estudos tém
demonstrado o papel dos acidos graxos 6mega-3 no controle da inflamacgéao pela

reducdo das concentragbes de proteina C-reativa (PCR), eicosanoides proé-
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inflamatérios, citocinas, quimiocinas e outros biomarcadores inflamatérios®-°. Por
essas propriedades, a suplementagcdo com essa classe de lipideos poderia
representar terapia adicional para os individuos com doencgas inflamatérias
cronicas sistémicas. Contudo, até o momento, pouco se sabe sobre o papel
desses acidos graxos no LES, os efeitos na atividade da doenca e nas
concentragdes das citocinas inflamatdrias. Estudos sugerem que poderiam estar
associados a diminuigdo da atividade da doenga'®-'2. Além disso, demonstraram
efeitos benéficos na prevencédo ou controle de comorbidades associadas ao
LES, como doencas cardiovasculares’?, dislipidemia’#'® e diabetes mellitus'®.
Diante do exposto, o objetivo deste estudo piloto foi analisar a influéncia
da suplementagcdo com acidos graxos O6mega-3 nos niveis circulantes de
citocinas pro e anti-inflamatoérias em mulheres com LES atendidas no Servigo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas

Gerais.
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3.2.4 Pacientes e Métodos

Participantes do estudo

Trata-se de ensaio clinico, piloto, realizado no Servico de Reumatologia
do Hospital das Clinicas, UFMG. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais e pela Diretoria de Ensino,
Pesquisa e Extensdo do Hospital das Clinicas’lUFMG (Parecer n°.
ETIC0235.0.203.000-11) (ANEXO E). O estudo teve como base amostra de
conveniéncia, em que as pacientes foram informadas da realizacdo da pesquisa
no momento da consulta e convidadas a participar. As que assim concordaram,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

Os seguintes critérios de inclusdo foram adotados: sexo feminino, idade
igual ou superior a 18 anos e inferior a 60 anos, diagndstico de LES segundo os
critérios de classificacdo de 1972 (revisados em 1982 e 1997) do Colégio
Americano de Reumatologia (CAR)® (ANEXO F), apresentar indice de atividade
da doenga leve ou moderado segundo o Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index — SLEDAI-2K (£ 6), e doses estaveis de medicagdes para
tratamento do LES nos ultimos trés meses e estar em tratamento no Servigo de
Reumatologia do HC/UFMG.

Foram excluidas as gestantes, as pacientes que apresentavam tempo de
duragdo da doenga menor que um ano, diagnostico de diabetes mellitus,
hepatopatia, algum tipo de infecgdo no momento da incluséo e/ou ao longo do
estudo, doenca renal em atividade e/ou necessidade de hemodialise.

Entre fevereiro de 2011 e dezembro de 2012 foram avaliadas 66 mulheres

com diagnéstico de LES, atendidas no Servico de Reumatologia da UFMG.
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Deste total, nove foram excluidas ao longo do estudo (uma por falta de adeséao
ao método, quatro por complicagdes de ativagao da doencga, duas por mudangas
na dosagem dos medicamentos para controle do LES e duas por apresentarem
efeitos colaterais ao suplemento). Além disso, no momento das dosagens das
citocinas e adipocinas, foram excluidas outras oito pacientes por intercorréncias

no processamento das amostras de soro para as analises (Figura 1).

Paclantas Eleglvels
(n=153)
Exchidas (n=£&7)
—> | Diagnésticode diabstes (n=42)
Presanca de infacgdo (v=30)
Doenca renal em atividede{n=15)
Paciertes Randomizadas
{n=65)
v
v ¥
Alocadss para o grupo com Alocadas para o grupe confrole
suplemshtagSo de Smega-3 1=33)
{r=33)
¥ ¥
Perdas durante o estudo (m=11) Pecdas durants o estudo (=8)
Analisados (m=22) Analisados (=27)

Figura 1: Organograma do desenho do estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Desenho do estudo

As pacientes incluidas no estudo foram divididas em dois grupos: grupo
de estudo, que recebeu o suplemento Hiomega-3 da empresa Naturalis®
(registro no Ministério da Saude numero 4.1480.0006.001-4) (n=22), e grupo
controle, que nao recebeu a suplementagdo (n=27). A definicdo do grupo de
cada uma foi feita por sorteio. A suplementacdo com acidos graxos 6mega-3 foi
realizada durante 12 semanas e as pacientes foram avaliadas na primeira, sexta

e décima segunda semanas de tratamento. As pacientes do grupo de estudo
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receberam capsulas de 6mega-3 contendo 1g de 6leo de peixe (540mg de EPA
e 100mg de DHA) e foram orientadas a ingerir duas capsulas por dia (2g de 6leo
de peixe: 1080mg de EPA e 200mg de DHA). Todas as pacientes foram
orientadas pela pesquisadora, por escrito, a ndo consumir alimentos fonte de
6mega-3 durante o periodo do estudo, a saber: salmao, sardinha, atum, arenque,
cavala, 6leo de peixe, semente de linhaga, 6leo de linhaga, castanhas e nozes
(APENDICE B).

Na primeira semana foi realizada avaliagao clinica por reumatologista do
servico (FMMS) e nutricional pela pesquisadora (MCB). Foi também coletado
sangue para a dosagem das citocinas e da incorporagdo de 6mega-3 na
membrana de eritrocitos. Na sexta semana foi realizada nova consulta para
coleta de amostra de sangue para dosagem de 6mega-3 na membrana de
eritrocitos e verificagcdo da adesdo aos critérios de inclusdo do protocolo:
manutengao das doses dos medicamentos para o tratamento do LES, a exclusao
de alimentos fonte de 6mega-3 da dieta e a adesédo ao uso do nutriente pela
contagem das capsulas trazidas de volta. Na décima segunda semana as

pacientes foram reavaliadas segundo o protocolo da primeira semana.

Avaliagao clinica

Na anamnese foram coletados dados sécio-demograficos, tempo de
duracdo da doenga e de acompanhamento no Servico de
Reumatologia/HC/UFMG. Foram também coletados dados sobre as
manifestacodes clinicas do LES atuais e acumuladas, presenca de comorbidades,
medicamentos em uso e doses dos mesmos, exames laboratoriais, indice de

atividade da doenca e indice de dano (APENDICE B). A atividade da doenca foi
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avaliada pelo Systemic Lupus Erythematosus Activity Index — SLEDAI-2K'6
(APENDICE B) e o dano permanente pelo Systemic Lupus International
Collaboration Clinics/ American College of Rheumatoloy Damage Index -
SLICC/ACR'” (APENDICE B).

As manifestagdes clinicas e soroldgicas do LES foram apresentadas
segundo critérios do Colégio Americano de Reumatologia (1997)°, sendo que
lupus cutaneo subagudo foi agrupado as manifestagcbes mucocuténeas e
acrescentou-se os dados de vasculite cutanea.

Os seguintes exames bioquimicos foram solicitados na consulta de
incluséo no estudo: hemograma completo, ureia, creatinina, glicemia de jejum,
transaminases (TGO, TGP), colesterol total e fragdes, triglicerideos, 25-
hidroxivitamina D, calcio total, calcio iénico, velocidade de hemossedimentacao
(VHS), proteina C-reativa (PCR), dosagem das fracbes do complemento C3, C4
e anti DNA nativo (APENDICE B). Estes exames foram realizados no Laboratério
Central do Hospital das Clinicas, UFMG. Visto que a maioria destes exames faz
parte da avaliacdo laboratorial rotineira do ambulatério, os resultados foram
anotados no momento da consulta quando a paciente ja os tinha, desde que
realizados no periodo maximo de 30 dias antes da consulta de inclusdo no
estudo. Os exames faltantes no momento da primeira consulta foram solicitados
€ a paciente orientada a realizar a coleta de sangue no prazo maximo de uma
semana. Para o retorno da décima segunda semana todos os exames foram
novamente solicitados.

Foram consideradas hipertensas aquelas pacientes com pressao arterial
sistolica maior ou igual a 140 mmHg e/ou pressao arterial diastélica maior ou

igual a 90 mmHg em pelo menos duas ocasides ou em uso de anti-hipertensivo'®.
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A dislipidemia foi determinada segundo os critérios da V Diretriz Brasileira
de Dislipidemias e Prevencgéo da Aterosclerose'®, a saber: colesterol total maior
ou igual a 200mg/dL ou HDL-colesterol menor que 40mg/dL ou LDL-colesterol
maior ou igual a 140mg/dL ou triglicerideos maior ou igual a 150mg/dL ou uso
de estatina®*. Considerando-se as recomendagdes atuais para controle da
dislipidemia em pacientes de alto risco para eventos cardiovasculares, inclusive
em pacientes com LES?%2", foi também verificada a freqliéncia de pacientes com
valores de c-LDL = 100 mg/dl.

A avaliagdo do estado hormonal das doentes contemplou como na
menopausa, aquela cuja ultima menstruagcao espontanea tivesse ocorrido ha
mais de um ano; ou em uso de terapia de reposi¢cao hormonal (TRH); ou com
irregularidade menstrual ou com amenorreia ha menos de um ano e com

dosagem de hormonio foliculo estimulante (FSH) maior que 20 mUI/mL?%,

Avaliagao nutricional

O estado nutricional foi avaliado pela pesquisadora MCB pelo indice de
Massa Corporal (IMC) e os resultados comparados com os valores propostos
pela World Health Organization’®> (ANEXO G). A avaliagdo da composigédo
corporal foi realizada por meio de bioimpedancia com o aparelho RJL Quantum
X® (ANEXO H). As pacientes foram entdo classificadas de acordo com o
percentual de gordura corporal segundo os valores de referéncia de
GALLAGHER (2000)%, sendo que as pacientes com 18 e 19 anos foram

colocadas no grupo de 20 a 39 anos (ANEXO I).

Dosagem das citocinas e adipocinas
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A dosagem das citocinas foi feita a partir de sangue coletado no tubo BD
Vacutainer® SST Il Advance, centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente e, o soro aliquotado armazenado a -80 °C, no laboratério
Lineu Freire-Maia, localizado no 2° andar da Faculdade de Medicina da UFMG.

As amostras de soro foram entdo descongeladas a temperatura ambiente
e analisadas quanto a presenga das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-q,
por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array) ultra sensivel. Para tal, foram
utilizados os kits CBA Enhanced Sensitivity Flex Sets (BD®).

As adipocinas - leptina e adiponectina - foram dosadas pelo método ELISA
de captura utilizando-se os kits Human Leptin Quantikine ELISA e Human Total
Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA Kit (R&D Systems®, Mineapolis),

respectivamente.

Dosagem da incorporacao de 6mega-3 na membrana celular de eritrécitos

Para verificacdo da incorporacdo do 6mega-3 na membrana celular de
eritrocitos foi coletado sangue em tubo contendo EDTA, centrifugado a 2280rpm
por 30 minutos, descartado o plasma e o buffy coat. A papa de hemacias foi
armazenada a -80 °C, no laboratério Lineu Freire-Maia, localizado no 2° andar
da Faculdade de Medicina da UFMG.

As andlises da incorporagao dos acidos graxos seriam feitas em parceria
com o Laboratdrio de Bioquimica Nutricional da Universidade Federal de Vigosa.
No entanto, apesar de todo o protocolo para coleta das amostras ter sido
rigorosamente seguido e as amostras enviadas ao laboratério, problemas

técnicos impediram a finalizacdo dessas analises.
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Andlises estatisticas

O banco de dados foi criado no programa EpiData® versdo 3.1 (EpiData
Association, Odense, Denmark). O software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS®) versédo 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL USA.) foi utilizado para
as analises estatisticas.

As variaveis continuas, previamente avaliadas quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk, foram apresentadas por mediana e intervalo interquartil
(llq), por apresentarem distribuicdo ndo normal. A comparag¢ao dos grupos de
pacientes (com e sem 6mega-3; com e sem excesso de peso; com percentual
de gordura normal ou acima do recomendado) foi realizada pelo teste nao
paramétrico de U-Mann-Whitney para variaveis continuas. As variaveis
categoricas foram descritas como proporcao e, o teste do qui-quadrado de
Pearson ou o teste exato de Fisher foram usados, quando apropriados, para
testa-las.

Em cada grupo, as diferengas entre as medianas das concentragdes
séricas das citocinas e dos testes bioquimicos entre a primeira (T0) e a décima
segunda semana (T1) (AV=VT1-VTO0), foram analisadas pelo teste néo
paramétrico pareado de Wilcoxon. Em seguida, com o objetivo de avaliar se as
modificagdes encontradas foram devido ao uso do dmega-3, as medianas das
variagdes entre os dois grupos (com e sem dmega-3) foram analisadas utilizando
o teste U-Mann-Whitney.

Todas as analises foram consideradas significativas ao nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
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3.2.5 Resultados

A amostra final deste estudo piloto constituiu-se de 49 pacientes, sendo
22 no grupo que recebeu suplementacdo com dmega-3 e 27 no grupo que nao

recebeu 6mega-3 (controle).

Caracterizagao da amostra antes da suplementagao com 6mega-3

A mediana (llq) de idade das pacientes foi de 37,0 (29,0-48,0) anos, com
medianas (llq) de tempo de doencga de 7,0 (4,0-13,0) anos e de tempo de
acompanhamento no servigo de 5,0 (3,0-11,0) anos.

As frequéncias cumulativas das manifestagdes clinicas e sorolégicas das
pacientes foram: mucocutaneas 86,3%, hematoldgicas 80,0%, imunoldgicas
77,6%, artrite 66,7%, nefrite 56,9%, vasculite cutanea 25,5%, serosite 16,0% e
neuropsiquiatricas 11,8%. As descrigbes dessas caracteristicas no momento de
inclusdo no estudo estdo apresentadas na Tabela 1. A mediana (llq) da atividade
da doenca (SLEDAI-2K) foi de 1 (0-2) e do indice de dano (SLICC) de 0 (0-1).

A avaliagao do estado nutricional, segundo o IMC, identificou 15 (30,6%)
eutréficas, 18 (36,7%) com sobrepeso e 16 (32,7%) obesas, totalizando 34
(69,4%) pacientes com excesso de peso (IMC=25,0kg/m?) (Figura 2). De acordo
com a bioimpedancia elétrica, 36 (73,5%) apresentaram percentual de gordura

corporal acima do recomendado (Figura 2).
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M Eutrdficas m Recomendado
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Figura 2. Classificagao do percentual de gordura corporal segundo: (a) indice de massa corporal,
(b)bioimpedancia elétrica, Belo Horizonte, MG, 2014.

As pacientes do grupo de estudo e controle foram semelhantes entre si
quanto as caracteristicas clinicas e laboratoriais, ao uso de medicamentos, a
presenca de comorbidades e ao estado nutricional (Tabelas 1 e 2). Apesar da
mediana da idade das pacientes avaliadas ter sido 37,0 anos, quatorze (28,6%)
ja se encontravam na menopausa (Tabela 2).

A mediana (llq) da atividade da doenca (SLEDAI-2K), no momento do
inicio do estudo, foi 0 (0-2) no grupo que recebeu suplementacado de 6mega-3 e
2 (0-4) no grupo sem suplementacgao (p=0,072).

A anadlise do perfil lipidico demonstrou: seis (12,2%) pacientes
apresentaram colesterol total = 200mg/dL, nove (18,4%) HDL-c < 40mg/dL, cinco
(10,2%) LDL-c = 130mg/dL, 16 (32,7%) LDL-c = 100mg/dL e oito (16,3%)
triglicerideos = 150mg/dL. Nove pacientes (18,4%) usavam estatina, sendo que
dessas, trés (33,23%) apresentavam valores séricos de LDL-c e HDL-c normais,
duas (22,2%) HDL-c < 40mg/dL e quatro (44,4%) LDL-c = 100mg/dL. Dessas
nove (18,4%) pacientes, cinco pertenciam ao grupo que recebeu suplementagao

com 6mega-3 e quatro ao grupo controle (p=0,713).
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e do uso de medicamentos no inicio do estudo (T0), do
total, e dos grupos com e sem suplementagio de 6mega-3 de pacientes com LES
atendidas no Servigo de Reumatologia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel Total Grupo com 6mega-3  Grupo sem 6mega-3 P
n=49 n=22 n=27
n (%) n (%) n (%)
Manifestagbes mucocutaneas® 20 (40,8) 9 (40,9) 11 (40,7) 0,829
Artrite? 3(6,1) 1(4,5) 2(7,4) 0,724
Manifestagcdes hematoldgicas® 27 (55,1) 13 (59,1) 14 (51,9) 0,340
Linfopenia® 26 (53,1) 13 (59,1) 13 (48,1) 0,233
Leucopenia? 10 (20,4) 3(13,6) 7 (25,9) 0,390
Plaquetopenia? 1(2,0) 0 1(3,7) 0,390
Nefrite? 11 (22,4) 5(22,7) 6 (22,2) 0,861
AntiDNAn positivo? 6(12,2) 3(13,6) 3(11,1) 0,741
Proteina C reativa (mg/dL)*? 5,0 (4,9-10,1) 5,0 (4,9-8,8) 6,4 (4,9-11,6) 0,370
Complemento C3 diminuido® 9 (18,4) 2(9,0) 7 (25,9) 0,146
Complemento C4 diminuido® 10 (20,4) 3(13,6) 3(11,1) 0,102
Uso de imunossupressor? 33 (67,3) 13 (59,1) 20 (74,1) 0,465
Azatioprina® 18 (36,7) 6 (27,3) 12 (44,4) 0,296
Ciclofosfamida EV? 6(12,2) 3(13,6) 3(11,1) 0,718
Ciclosporina? 2 (4,0) 1(4,5) 1(3,7) 0,842
Metotrexato? 5(10,2) 1(4,5) 4 (14,8) 0,271
Micofenolato mofetil® 2(4,1) 2(9,1) 0 (0,0) 0,098
Uso de corticoide?® 36 (73,5) 15 (68,2) 21(77,8) 0,743
Dose atual de corticoide (mg)*®° 5,0 (2,5-10,0) 5,0 (0,6-10,0) 5,0 (3,5-8,1) 0,745

Dose acumulada de corticoide(g)*® 20,0 (12,2-37,8) 22,40 (12,7-56,7) 19,10 (12,1-30,5) 0,178

*Mediana (intervalo interquartil); 2teste do qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, "teste U-Mann-Whitney;
EV=endovenosa; mg=miligramas; g=gramas; dL=decilitro.

Tabela 2: Caracteristicas laboratoriais, do estado nutricional e comorbidades no inicio do
estudo (T0), do total, e dos grupos com e sem suplementacido de 6mega-3 de pacientes
com LES atendidas no Servigo de Reumatolog_]ia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel Total Grupo com 6mega-3 Grupo sem 6mega-3 P
n=49 n=22 n=27
Mediana (liq) Mediana (liq) Mediana (llq)

Glicemia (mg/dL)? 78,0- (75,0-76,0) 77,5 (75,2-82,8) 78,0 (71,0-86,0) 0,958
Colesterol total (mg/dL)®  173,0 (151,0-193,0) 168,0 (151,0-194,0) 182,0 (155,5-192,2) 0,899
LDL-c (mg/dL)? 97,0 (79,5-115,0) 95,0 (80,0-116,0) 100,0 (84,5-111,8) 0,926
HDL-c (mg/dL)? 53,0 (45,0-62,5) 52,0 (38,0-57,0) 53,0 (37,8-63,2) 0,498
Triglicerideos (mg/dL)? 89,0 (67,5-125,5) 112,0 (74,0-133,0) 79,5 (59,5-114,0) 0,311
Vitamina D (mg/dL)? 28,9 (24,2-41,5) 28,0 (22,0-42,0) 31,2 (25,5-42,6) 0,235
IMC (kg/m?2)? 28,4 (25,7-30,9) 29,0 (25,7-30,7) 28,1 (25,2-31,4) 0,805
Gordura corporal (%)? 36,9 (33,7-41,1) 37,7 (33,2-41,9) 36,0 (33,1-38,8) 0,512
Massa magra (%)? 63,1 (58,9-66,3) 62,2 (58,1-66,8) 63,7 (61,2-66,9) 0,483
HAS*® 19 (38,7) 6 (27,3) 13 (48,1) 0,199
Obesidade*® 17 (34,7) 8 (36,4) 9(33,3) 0,689
Dislipidemia*® 23 (46,9) 11 (50,0) 12 (44,4) 0,778
Menopausa*® 14 (28,6) 7 (31,8) 7 (25,9) 0,755

*n (%); 2teste U-Mann-Whitney; Pteste do qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, LDL-c=lipoproteina de baixa
densidade; HDL-c=lipoproteina de alta densidade, IMC=Indice de Massa Corporal; HAS=hipertensdo arterial sistémica;
mg=miligramas; dL=decilitro; kg=quilogramas; m=metro; llq = intervalo interquartil.
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Os niveis séricos das citocinas IL-4, IL-17A e TNF-a estavam abaixo do
limite de detecg¢ao do teste utilizado para suas dosagens, o que impossibilitou
suas analises. Apos a dosagem, para analise da IL-6 o numero de participantes
foi 47 (21 no grupo com édmega-3 e 26 no grupo controle) e da IL-10 foi 35 (14
no grupo com dmega-3 € 21 no grupo controle). As demais participantes foram
excluidas por apresentarem niveis séricos dessas citocinas abaixo do limite
minimo de deteccdo do teste. As concentragbes séricas da IL-6, IL-10 e das

adipocinas foram semelhantes nos dois grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Concentragdes séricas de citocinas e adipocinas no inicio do estudo (T0), no
total, e nos grupos com e sem suplementagido de 6mega-3 de pacientes com LES
atendidas no Servigo de Reumatologia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel Total Grupo com 6mega-3 Grupo sem 6mega-3 P
N=49 n=22 n=27
Mediana (liq) Mediana (liq) Mediana (llq)
IL-6* 996,4 (421,3-2.026,2)° 571,5 (407,2-2.903,8) 1.097,4 (520,0-1.985,5)° 0,692
(fg/mL)
IL-10* 20.869,0 (9.019,0-47.496,0)¢ 19.050,5 (9.877,8-40.865,2)° 21.417,0 (6.717,0-51.640,5) 0,699
(fg/mL)
Leptina* 7286,0 (4345,5-11869,0) 8003,5 (6321,5-12940,8) 5812,0 (3665,0-10920,0) 0,067
(ng/mL)

Adiponectina* 43017,0 (25670,0-59283,0) 42304,5 (24881,8-58007,8) 40079,0 (27696,0-59471,0) 0,817
(pg/mL)*

*teste U-Mann-Whitney;, 2n=47; °n=21; °n=26; ‘n=35; °n=14; 'n=21; IL=interleucina; llg=intervalo interquartil; fg=fenograma;
mL=mililitro; ng=nanograma; yg=micrograma.

As concentragdes séricas de citocinas foram similares comparando-se as
participantes eutroficas e as com excesso de peso (IL-6: p=0,429; IL-10:
p=0,956) (APENDICE C). Na analise de acordo com a composi¢do corporal -
percentual de gordura corporal adequado versus acima da recomendacgao — as
concentragbes de IL-10 foram similares entre os grupos (p=0,192). Ja as
concentracdes séricas de IL-6 foram maiores naquelas pacientes com elevado
percentual de gordura corporal (479,5 (189,4-1.036,0) versus 1.223,2 (465,0-

2.383,0); p=0,053) (APENDICE D).
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As concentragdes séricas de leptina foram maiores entre as participantes
com excesso de peso do que nas eutroficas, e entre aquelas com percentual de
gordura corporal acima do recomendado comparado as com percentual normal
(Tabela 4). Em contraste, os niveis de adiponectina ndo variaram entre os grupos

(Tabela 5).

Tabela 4: Concentrages séricas das adipocinas no inicio do estudo (T0), dos grupos com
e sem excesso de peso, segundo o IMC, de pacientes com LES atendidas no Servigo de
Reumatolog_;ia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel IMC<25,0kg/m? IMC225,0kg/m? p
n=15 n=34
Mediana (llq) Mediana (liq)
Leptina (ng/mL)* 47,6 (33,5-73,5) 84,0 (52,9-12,3) 0,033
Adiponectina (ug/mL)* 45,5 (33,1-59,3) 42,8 (25,1-58,8) 0,571

*teste U-Mann-Whitney; IMC=indice de massa corporal; kg=quilograma; m=metro; ng=nanograma; mL=mililitro;
pg=micrograma; llg=intervalo interquartil.

Tabela 5: Concentragdes séricas das adipocinas no inicio do estudo (T0), dos grupos com
percentual de gordura corporal normal e acima do recomendado de pacientes com LES
atendidas no Servigo de Reumatologia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel %GC normal %GC acima da recomendacéo P
n=13 n=36
Mediana (llq) Mediana (llq)
Leptina (ng/mL)* 45,8 (33,5-63,6) 93,8 (56,5-143,6) 0,002
Adiponectina (ug/mL)* 47,3 (31,4-61,0) 42,7 (25,4-56,6) 0,365

*teste U-Mann-Whitney; GC=gordura corporal; ng=nanograma; mL=mililitro; pg=micrograma; llg=intervalo interquartil.

Analises do grupo de pacientes sem suplementagcao com acidos graxos
6mega-3 apos tempo de intervengao

Os valores de SLEDAI-2K entre o inicio (TO) e o final do estudo (T1) foram
semelhantes entre as pacientes que ndo receberam suplementagdo com 6mega-

3 [T0=2 (0-2) e T1=2 (0-4), p=0,233].
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Os niveis de LDL-colesterol e PCR aumentaram de forma significativa
entre TO e T1, mantendo-se dentro da faixa da normalidade [LDL-c: T0=89,0
(77,5-115,0) mg/dL e T1=98,0 (76,0-125,0) mg/dL, p=0,019; PCR: T0=5,0 (4,9-
9,6) mg/dL e T1=5,0 (4,9-11,6) mg/dL, p=0,009]. Observou-se ainda aumento
discreto nos niveis séricos de colesterol total, apesar de nao significativo
[T0=167,0 (145,5-192,0) mg/dL e T1=176,0 (152,0-199,8) mg/dL, p=0,067]. Os
resultados dos demais exames bioquimicos nao sofreram modificagbes apds as
12 semanas de estudo (APENDICE E).

As concentracdes séricas das citocinas (IL-6 e IL-10) (APENDICE F) e
das adipocinas (leptina e adiponectina) (APENDICE G) também foram

semelhantes quando comparados os valores no inicio e no final do estudo.

Analises do grupo de pacientes ap6s suplementagao com acidos graxos
6mega-3

As pacientes que receberam suplementagédo com 6mega-3 apresentaram
mediana (llq) do SLEDAI-2K de 0 (0-2) (p=0,066) tanto no inicio (TO) como no
final (T1) do estudo.

Encontrou-se aumento significativo dos valores de glicemia, colesterol
total e LDL-colesterol apds o uso do nutriente. Contudo, os niveis séricos
permaneceram dentro dos limites normais (Tabela 6).

Apods as 12 semanas de suplementagdo com 6mega-3, as concentragbes
séricas das citocinas (IL-6, IL-10) foram similares quando comparados os valores
no inicio (TO) e no final do estudo (T1) (Tabela 7).

Notou-se também aumento nas concentragdes séricas de leptina e

adiponectina apo6s suplementacgéo do acido 6mega-3, todavia, sem significancia
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estatistica [leptina: T0=80,0 (54,6-146,5) ng/mL e T1=93,2 (54,8-153,4) ng/mL,
p=0,506; adiponectina: T0=36,4 (22,2-56,3) yg/mL e T1=44,9 (23,9-57,2) pg/mL,
p=0,465] (APENDICE H).

Tabela 6: Comparacgao entre os valores dos exames bioquimicos de pacientes com LES

do grupo com suplementagao de 6mega-3, na primeira (T0) e décima segunda semana (T1)
de estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Exame Laboratorial N TO T p
Mediana (llq) Mediana (llq)
Glicemia (mg/dL)* 22 77,5 (75,0-84,5) 83,0 (75,0-87,0) 0,043
CT (mg/dL)* 22 180,0 (156,0- 188,0 (162,0-214,5) 0,012
193,5)

LDL-c (mg/dL)* 22 100,0 (88,0-120,5)  115,5(90,0-129,2) 0,003
HDL-c (mg/dL)* 22 52,0 (38,5-62,5) 53,0 (47,0-67,0) 0,537
TG (mg/dL)* 22 88,0 (64,0-124,0) 70,0 (57,0-98,5) 0,520
Vitamina D (mg/dL)* 22 34,0 (26,0-44,8) 25,4 (21,1-38,2) 0,266
PCR (mg/dL)* 22 5,0 (4,9-8,1) 4,9 (4,9-7,2) 0,230
C3 (mg/dL)* 22 110,0 (96,8-128,2)  114,5(90,5-127,8) 0,601
C4 (mg/dL)* 22 23,7 (17,8-28,1) 21,7 (15,0-31,1) 0,420

*teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon; TO = primeira semana de estudo; T1 = décima segunda semana de estudo;
CT = colesterol total; LDL-c = lipoproteina de baixa densidade; HDL-c = lipoproteina de alta densidade; TG =
triglicerideos; PCR = proteina C reativa; C3 e C4 = complemento sérico; mg=miligrama; dL=decilitro; llq = intervalo
interquartil.

Tabela 7: Comparagao entre as concentragées séricas das citocinas de pacientes com
LES do grupo com suplementagdao de 6mega-3, na primeira (T0) e décima segunda semana
(T1) de estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Citocina N TO ™ p
Mediana (llq) Mediana (liq)
IL-6 (fg/mL)* 21 571,5 (407,2-2.903,8) 1.117,2 (582,8-2.876,1) 0,821

IL-10 (fg/mL)* 14 19.050,5 (9.877,8-40.865,2) 29.971,5 (9.785,2-56.275,0) 0,363

*teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon; TO = primeira semana de estudo; T1 = décima segunda semana de estudo;
IL = interleucina; f = fenograma; mL = mililitro

Apenas duas (3,9%) pacientes relataram efeitos colaterais relacionados
ao uso do nutriente na primeira semana de estudo. Uma relatou diarreia e, apos
contato telefébnico com a pesquisadora, foi instruida a suspender o 6mega-3.

Outra participante relatou sabor residual de peixe apés ingestéo das capsulas e
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suspendeu a suplementacédo por conta propria apos duas semanas de uso.

Ambas foram excluidas.

Analises das variagoes entre a primeira e décima segunda semana do
estudo (AV=VT1-VT0)

As medianas das variagdes das citocinas entre o inicio e o final do estudo
foram semelhantes, quando comparadas as pacientes que receberam

suplementagao com dmega-3 com aquelas do grupo controle (Tabela 8).

Tabela 8: Variagoes (AV) das concentracoes séricas de citocinas entre o inicio (T0) e o
final do estudo (T1) dos grupos com e sem suplementagio de 6mega-3 de pacientes com
LES atendidas no Servigo de Reumatolog_jia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel Grupo com 6mega-3 Grupo sem 6mega-3 p
AIL-6 (fg/mL)* 0,915
MédiatDP 120,0+3.860,12 -137,9+1.600,3°
Mediana (llq) 122,8 (-1.193,0-1.448,7) -50,7 (-570,8-579,0)
AIL-10 (fg/mL)* 0,920
MédiatDP 8.238,94+25.220,5¢ 4.341,1£15.356,2¢
Mediana (llq) 1.323,5 (-8.942,0-18.800,0) 1.041,0 (-7.174,5-12.198,5)

*teste U-Mann-Whitney, ®n=21; Pn=26; °n=14; “n=21; IL=interleucina; fg=fenograma; mL=mililitro; DP=desvio padr&o;
Ilg=intervalo interquartil.

As medianas das variagdes nos niveis da PCR e das adipocinas - leptina
e adiponectina, no TO e no T1, estdo representadas na Tabela 9 e nos graficos
que compdem a Figura 3. Houve variagao, com significancia estatistica entre os
grupos, apenas dos niveis da PCR (p=0,008).

Nos exames bioquimicos as medianas das variagdes ocorridas entre TO
e T1 foram semelhantes, tantos nas pacientes que receberam suplementacao

quanto naquelas do grupo controle (APENDICE I).
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Tabela 9: Variagdes das concentragées séricas da proteina C reativa (PCR), leptina e
adiponectina entre o inicio (T0) e o final do estudo (T1) dos grupos com e sem
suplementagao de 6mega-3 de pacientes com LES atendidas no Servigo de Reumatologia

do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel Grupo com 6mega-3 Grupo sem 6mega-3 p

n=22 n=27

APCR (mg/dL)* 0,008

MédiatDP -3,1£12,8 2,916,1

Mediana (l1q) 0,0 (-1,5-0,0) 0,0 (0,0-1,5)

Aleptina (ng/mL)* 0,924

MédiatDP 8,0+38,0 6,6+42,9

Mediana (llq) 3,4 (-18,2-22,6) 0,0 (-16,3-28,0)

AAdiponectina (ug/mL)* 0,171

MédiatDP 1,9+20,9 -1,2£12,2

Mediana (llq) 0,6 (-3,2-11,8) -3,4 (-6,6-5,8)

*teste U-Mann-Whitney; PCR=proteina C reativa; mg=miligrama; dL=decilitro; ng=nanograma; mL=mililitro;

pg=micrograma; DP=desvio padréo; lig=intervalo interquartil.
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Figura 3: Comparacao das variagoes da PCR, leptina e adiponectina entre o inicio (T0) e o final (T1) do estudo
entre pacientes do grupo com e sem suplementagdao com 6mega-3, Belo Horizonte, MG, 2014.



75

3.2.6 Discussao

Neste estudo piloto, com 49 mulheres com LES e baixa atividade de
doenca, nao foi encontrada variagao nas concentragdes séricas das citocinas IL-
6, IL-10, leptina e adiponectina apds 12 semanas de uso de émega-3 (29:
1080mg de EPA e 200mg de DHA). De forma semelhante, Bello et al?5 (2013)
nao encontraram reducao dos niveis dos marcadores inflamatoérios (sICAM-1,
sVCAM-1 e IL-6) apds uso de doses maiores desse acido graxo (3g de dmega-
3: 1800mg de EPA e 1200mg de DHA), por 12 semanas, em 85 pacientes com
LES. O presente estudo analisou um maior numero de citocinas quando
comparado a pesquisa de Bello et al (2013), que avaliou marcadores
inflamatorios envolvidos na aterosclerose. Nao ha outras publicagcbes com
analise do efeito desses acidos graxos no perfil inflamatério de pacientes com
LES.

Em individuos saudaveis, estudos em culturas de células identificaram
que EPA e DHA podem inibir a produgéo de IL-6, TNF-q, IL-1 e IL-138926-28,
Esses resultados foram confirmados por um grupo de pesquisadores em dois
estudos, um com mulheres sedentarias que utilizaram 5g de 6mega-3 (1300mg
de EPA e 2900mg DHA) por dia por 12 semanas?® e outro com estudantes de
medicina que utilizaram 2,5g de 6mega-3 (2100mg de EPA e 360mg de DHA)
por dia também por 12 semanas®’. Entretanto, alguns estudos clinicos em
individuos saudaveis nao confirmaram modificacbes nos niveis séricos de
biomarcadores inflamatoérios apdés a suplementacdo com 6mega-3, o que,

segundo os autores, poderia ser justificado pelos baixos niveis de inflamacéao
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presentes nessa populagdo’31-35. Nesses estudos as doses variaram entre 0,1g
a 2,1g de bmega-3 por duas a 12 semanas.

No presente estudo foram incluidas apenas pacientes com baixa atividade
da doenca (SLEDAI-2K<6), pois eram necessarias doses estaveis dos
medicamentos para o LES durante o periodo da suplementagao, para que nao
houvessem outras interferéncias na analise dos reais efeitos do d6mega-3. Na
revisdo de literatura realizada ndo foram encontrados estudos avaliando a
influéncia desse acido graxo em individuos com doenca moderadamente ou
muito ativa, inexistindo dados sobre a seguranga do uso desse nutriente neste
grupo.

Nao houve modificagdo no indice de atividade da doenga (SLEDAI-2K)
apos o uso de 6mega-3, resultado similar ao de Bello et al?5(2013) que utilizaram
o indice SELENA-SLEDAI. Entretanto, Wright et al'* (2008) e Duffy et al'® (2004)
verificaram redugdo desse indice apds a suplementagcdo com 6mega-3. No
primeiro estudo 60 individuos com LES receberam 3 g diarias do acido graxo
(1800mg de EPA e 1200mg de DHA), por 24 semanas e apresentaram melhora
significativa nos valores do SLAM-R (de 9,4+3,0 para 6,3+2,5; p=0,001) e do
BILAG (de 13,616,0 para 6,7+3,8; p=0,001) apdés 12 semanas de
suplementacgéo. Ja no estudo de Duffy et al'®, 52 pacientes com LES receberam
3g diarios do suplemento (540mg de EPA e 360mg de DHA) por 24 semanas, e
houve redugao do SLAM-R de 6,12 para 4,69 (p<0,05).

Em nossa amostra, identificou-se aumento dos niveis séricos de
colesterol total (p=0,012) e LDL-c (p=0,003) nas pacientes que receberam
suplementos de 6mega-3 (Tabela 6), o que também foi descrito por Bello et al?®

(2013). Wright et al’® (2008) verificaram aumento, porém sem significancia
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estatistica, nos niveis de LDL-c no grupo que recebeu 6mega-3 em comparagao
com o grupo placebo. Em individuos com hipertrigliceridemia e sem LES, outros
autores identificaram aumento dos niveis séricos de LDL-c apds suplementacgéo
com esse acido graxo®63’. Este é um dado clinicamente importante, ja que
pessoas com LES apresentam risco aumentado de doenga cardiovascular
aterosclerdtica, sendo uma das principais causas de mortalidade nestes
individuos38-43,

Apesar de, inicialmente, a suplementacdo com Omega-3 ter sido
relacionada com beneficios clinicos, recentes metanalises ndo mostraram
reducdo na frequéncia de eventos cardiovasculares, coronarianos,
cerebrovasculares, arritmias ou da mortalidade global com esta
suplementagéo*445. A metanalise publicada por Jacobson et a6 (2012) analisou
22 estudos comparando os efeitos do EPA e DHA sobre as lipoproteinas
sanguineas. Observou-se aumento de 2,6% dos niveis de LDL-c com DHA e
reducgao de 0,7% com EPA. Tanto DHA quanto EPA foram associados a redugéo
dos triglicerideos sanguineos (22,4% e 15,6%, respectivamente). Além disso,
suplementos contendo DHA foram associados a aumento de 7,3% do HDL-c e
suplementos contendo EPA a um aumento de 5,9% dessa fragdo. Esses
resultados sugerem que suplementos contendo DHA foram mais associados
com aumentos significativos nos niveis de LDL-c e HDL-c que aqueles contendo
EPA. De acordo com a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencao da
Aterosclerose’® (2013) altas doses dos acidos graxos dmega-3 (4 a 10g ao dia)
podem reduzir os niveis sanguineos de triglicerideos e aumentar discretamente

os niveis de HDL-c e LDL-c.
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O aumento significativo da glicemia de jejum verificado no presente
estudo nas pacientes que fizeram uso de dmega-3 (p=0,043) (Tabela 6), ainda
que permanecendo dentro dos parametros da normalidade, n&o foi demonstrado
por outros autores. Em metanalise publicada em 2009, os estudos analisados
nao demonstraram modificagdo dos niveis plasmaticos de glicose ou
hemoglobina glicosilada apos a suplementagdo com émega-34’. Da mesma
forma, em um ensaio clinico duplo-cego placebo controlado com duracéo de 12
semanas, com 97 pacientes com diabetes mellitus, ndo se identificou efeito
significativo da suplementacdo com 4g de 6leo de peixe nos valores de glicemia
de jejum*®.

E interessante observar que os resultados desse estudo indicam um
possivel efeito do d&mega-3 nos niveis de PCR (Figura 3 e Tabela 9). Diversos
estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo de acidos graxos
Omega-3 esta inversamente associado as concentragdes séricas de PCR*%-%4,
No entanto, os mecanismos moleculares que levam a essa redugao
permanecem desconhecidos. Wang et al®® (2013) demonstraram que, em
culturas de células hepaticas (HpG2), EPA e DHA reduzem a expressao da PCR
induzida pela IL-6 nos hepatdcitos via inibicdo da ativagao do signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3). Em individuos saudaveis, Julia et al*®
(2013) (n=843) descreveram relagao inversa entre o consumo de acidos graxos
poli-insaturados, tanto da familia 8mega-3 como da familia 6mega-6, e os niveis
plasmaticos de PCR. Em contraste, Malekshahi et al®” (2012) (n=84) nao
encontraram alteracdo dos niveis desse marcador inflamatério apods
suplementagao com 3g por dia de 6mega-3 (1548mg de EPA e 828mg de DHA),

durante oito semanas, em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
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Neste estudo ressaltamos a alta frequéncia de individuos com excesso de
peso (69,4%), segundo o IMC, resultados ja descritos por outros autores em
pacientes com LES, inclusive em estudos realizados com pacientes do Servigo
de Reumatologia do HC/UFMG pelas autoras dessa pesquisa®®®. De acordo
com Oeser et al. em 2005% este indice foi de 67,0% (100 pacientes) e no
multicéntrico LUMINA (LUpus in Minorities: NAture versus Nurture)®' de 56,0%
(364 pacientes). No ultimo VIGITEL (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico)®?, publicado em 2013, a
frequéncia de excesso de peso entre mulheres brasileiras foi de 46,9%. Esses
dados mostram a importancia da avaliagao e interveng¢ao nutricional na rotina de
tratamento de pacientes com LES, visto que a obesidade é um fator de risco para
doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT).

Sabe-se que o tecido adiposo é considerado um 6rgao com fungdes
neuroenddcrinas e imunoldgicas, capaz de produzir diversos mediadores
inflamatoérios como TNF-q, IL-6, IL-1, a quimiocina ligante 2 (CCL2), o inibidor do
ativador do plasminogénio tipo 1 e as fragdes do complemento (C3 e C4)%. Em
sua fungao enddcrina é secretor de mediadores denominados adipocinas, sendo
as mais importantes a leptina, a adiponectina, a visfatina e a resistina. Essas
adipocinas atuam como hormdnios na homeostasia da glicose e na regulagéao do
apetite, e como citocinas, promovendo a interacdo da obesidade e da resisténcia
a insulina com o sistema imunoldgico e o processo inflamatorio®-%5. Em
individuos com LES, Oeser et alf? (2005) encontraram concentragdes séricas de
IL-6 e PCR significativamente maiores nos obesos do que nos eutroficos e com

sobrepeso.
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No presente estudo as concentragbes de leptina e adiponectina em
mulheres com LES estavam acima daquelas descritas na literatura em individuos
saudaveis®5’. Nossos resultados estdo de acordo com o descrito por outros
autores que relatam maiores concentragdes dessas adipocinas em individuos
com LES®6:68-70 As maiores concentragdes séricas de leptina nas pacientes com
excesso de peso e percentual de gordura corporal acima do recomendado,
descritas neste estudo, € confirmada pelos dados da literatura’".’2, Altos niveis
de leptina estao associados com elevado IMC, presenca de resisténcia a insulina
e maiores niveis de PCR, enquanto a adiponectina esta negativamente
associada com os mesmos fatores®6.69.73,

As concentragbes séricas de leptina e de adiponectina ndo se
modificaram, nesse estudo piloto, apés a suplementagdo com édmega-3. E uma
contribuicdo original do nosso estudo, pois ndo encontramos outras publicagdes
que descrevem os efeitos desses acidos graxos nos niveis dessas citocinas em
pacientes com LES. Em individuos saudaveis os resultados sao conflitantes,
mas a maioria dos autores ndo demonstraram relagdo entre o consumo desse
suplemento e as concentragdes séricas de leptina e adiponectina’-75. Contudo,
Ramel et al’6 (2009) identificaram que o consumo diario de 1,3g de EPA + DHA
promoveu reducgao significativa nos niveis séricos de leptina, ressaltando que
houve perda ponderal de aproximadamente 1kg nesses individuos, que poderia
ser um viés na interpretagédo desses resultados. Itoh et al’” (2007),descreveram
que apos tratamento com doses diarias de 1,8g de EPA houve aumento
significativo da producdo de adiponectina. Em estudos que avaliaram as
concentragcbes de 6mega-3 e 6mega-6 nas membranas celulares observou-se

associagao positiva entre a presenga de 6mega-3 e aumento dos niveis séricos
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de adiponectina e diminuigdo da leptina’®78, indicando um possivel efeito do
O6mega-3 no controle da inflamagao.

Concluindo, neste ensaio clinico piloto com pacientes com LES e baixa
atividade inflamatodria, a suplementagdo com acidos graxos 6mega-3 (EPA e
DHA), por 12 semanas, ndo se associou com modificagbes na atividade da
doencga ou nos niveis séricos de IL-6, IL-10, leptina e adiponectina. No entanto,
houve diminuigdo significativa dos niveis da PCR. Chama atengdo o aumento
dos niveis de colesterol total e LDL-c apds a suplementagcdo com 6mega-3,
indicando a necessidade de estudos longitudinais que analisem a relagao entre
a suplementacdo com esse acido graxo, os niveis de colesterol, 0 processo
inflamatorio e a ocorréncia de eventos cardiovasculares ateroscleréticos no LES.
Ressalta-se, ainda, a elevada frequéncia de excesso de peso encontrada, o que
poderia ser um fator de risco para DCNT.

Por ser um estudo piloto, com amostra pequena, em que foram incluidas
apenas pacientes com baixa atividade inflamatéria, ndo ¢é possivel a
extrapolagcao dos resultados encontrados. Além do mais, a impossibilidade de
analise da incorporagcao do 6mega-3 na membrana celular dos eritrocitos nao
permite afirmar a adesao das pacientes ao tratamento.

Diante do exposto, consideramos que estudos prospectivos
randomizados sdo necessarios para confirmar estes resultados preliminares,
determinar os efeitos potenciais destes acidos graxos sobre outros desfechos
clinicos e avaliar a generalizagdo dos dados para populagbes maiores e mais

heterogéneas de pacientes.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados neste ensaio clinico piloto e as evidéncias ja
publicadas até o momento, ndo embasam a indicacdo da suplementagao com
Omega-3 como adjuvante ao tratamento tradicional do LES para pacientes com
baixa atividade de doencga. Sera que estudos com maior niumero de pacientes,
com doses maiores do suplemento, com tempo mais longo de tratamento e em
pacientes com doenga mais ativa poderiam identificar efeitos benéficos desses
acidos graxos?

Ressaltamos que a identificacdo do efeito indesejavel de aumento dos
niveis de colesterol total e LDL-c indica cautela no uso desse nutriente, pelo
possivel aumento do risco de desenvolvimento de aterosclerose, em uma
populagao ja com o risco elevado.

Esta € uma pesquisa original, pois ndo ha estudo semelhante em ambito
nacional de conhecimento dos autores. Consideramos que, apesar do pequeno
numero de pacientes avaliados, estes resultados contribuem muito porque ha
poucas evidéncias, mesmo na literatura internacional, sobre o efeito do 6mega-
3 em pacientes com LES.

Em relagcdo aos objetivos propostos nos artigos, seguem abaixo as

principais conclusdes:

Artigo I:

1. Os acidos graxos 6mega-3 estdo relacionados com a produgido de

eicosanoides com menor agao inflamatéria do que os produzidos pelos
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acidos graxos pertecentes a familia 6mega-6, além da redugéo dos niveis

séricos de citocinas inflamatérias.

Os ensaios clinicos realizados em pacientes com LES sdo em pequeno
numero, e diferem quanto a dose de 6mega-3 utilizada e ao tempo de

tratamento.

Ha ainda duvidas quanto aos efeitos benéficos desses acidos graxos para
individuos com LES e se os mesmos sido devido ao consumo de EPA,

DHA ou a combinagao de ambos.

Estudos longitudinais placebo controlados s&do ainda necessarios de
modo a avaliar o real efeito desses acidos graxos em pacientes com LES,

a dose eficaz e o tempo de tratamento.

Artigo Il:

1.

A suplementagao de pacientes com LES com acidos graxos 6mega-3, por
12 semanas, nao foi associada com modificagdes na atividade da doenca
ou nos niveis séricos de IL-6, IL-10, leptina e adiponectina, neste estudo

piloto.

Ressalta-se o aumento dos niveis séricos de colesterol total e LDL-c apds
suplementagcdo com o nutriente, mesmo que esses tenham permanecido

dentro da normalidade, o que poderia contribuir para aumento do risco de
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desenvolvimento de doencga aterosclerética, em individuos com maior

risco de morbidade e morbidade por doenga cardiovascular.

De maneira interessante, os resultados desse estudo indicam um possivel

do 6mega-3 nos niveis de PCR.

Chama atencgao o elevado indice de sobrepeso neste grupo de mulheres
com LES e baixa atividade inflamatdria, um dado preocupante, pois esta

associado a comorbidades.

Os valores das concentragcbes séricas das adipocinas - leptina e
adiponectina - estavam acima do encontrado em individuos saudaveis e
a leptina foi positivamente associada com maior IMC e maior percentual

de gordura corporal.

Como ha poucos dados na literatura sobre o comportamento de citocinas em

pacientes com LES apdés suplementagdo com émega-3, este € um campo aberto

e muito interessante para estudos.

Dificuldades na execucdao de um estudo com intervencao terapéutica

certamente contribuiram para alguns resultados:

O tempo de duracdo da suplementagdo foi curto, insuficiente para

modificar a atividade da doenca?
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2. A dose de 6mega-3 utilizada encontrava-se dentro do valor de segurancga
e eficacia relatada na literatura. Doses maiores poderiam trazer

resultados benéficos e sem riscos para o paciente?

3. A necessidade de manter as doses dos medicamentos
imunossupressores estaveis impediu a inclusdo de pacientes com indice
de atividade da doengca moderados a altos. Os baixos niveis de
inflamacdo presentes nas participantes do estudo poderiam ter
contribuido para a ndo modificagao dos niveis séricos de citocinas apds a

suplementagcao com émega-3?

4. A nao realizagao das dosagens da incorporagdo dos acidos graxos
6mega-3 na membrana plasmatica dos eritrécitos impossibilitou a

confirmacao da adesao das pacientes a suplementacgao.

Apesar destas dificuldades, trata-se de assunto intrigante e instigante. Os
beneficios da nutrigdo no controle da inflamacéao crbénica certamente sao alvos

terapéuticos que merecem nossa atencao.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo da Pesquisa: Interferéncia do uso de acidos graxos 6mega-3 no perfil inflamatdrio de pacientes com LES

Investigadores principais: Prof. Dra. Cristina Costa Duarte Lanna, Prof. Dra. Maria Isabel Correia, Médica Fabiana de
Miranda Moura e Nutricionista Mariane Curado Borges. Telefone de contato: 31 88136267

O Lupus Eritematoso Sistémico é uma doenga reumatica que acomete varios 6rgdos como a pele, os rins, as
articulagGes, o coragdo, o pulmao e os vasos sanguineos. Acomete principalmente mulheres jovens e, geralmente, os
pacientes apresentam periodos de melhora e piora. O paciente usualmente necessita de medicamentos e controle
médico regular.

Observamos, em entrevistas, que o habito alimentar nem sempre é adequado, e encontramos algumas
pacientes acima do peso e outras emagrecidas. Este desequilibrio alimentar nos motivou a avaliar detalhadamente o
estado nutricional e o habito alimentar de pacientes com Lupus.

Este estudo é semelhante ao estudo que avaliou seu estado nutricional e ingestdo alimentar, realizado ha
cerca de 3 anos atrds. O seu sangue que foi coletado no estudo anterior estd congelado e somente agora serdo
realizadas andlises de substancias normalmente presentes em pacientes com Llpus.

Da mesma forma que no estudo anterior, vocé precisara responder dois questionarios e serdo analisados seu
peso, altura e percentual de gordura corporal. A quantidade de gordura e dgua do seu corpo sera medida com um
aparelho especial de bioimpedancia. Para uso deste aparelho vocé precisara ficar deitada por 10 minutos, serdo
colocadas quatro fitas adesivas, 2 nas maos e 2 nos pés (semelhante ao eletrocardiograma do coragdo). Este exame
nado doi e nem representa risco para vocé.

Apds a consulta, iremos coletar outra amostra de sangue, da mesma forma que foi realizado no estudo
anterior. Iremos dosar em seu sangue as mesmas substancias dosadas no estudo anterior.

Apods essa primeira entrevista vocé participard, durante trés meses, de um Programa de Intervencgao
Nutricional. Para tal, vocé recebera capsulas de acidos graxos 6mega-3. O acido graxo 6mega-3 é um tipo de gordura
boa, que ndo acarreta riscos de doengas cardiacas ou outras, e alguns estudos tém mostrado que ele tem efeitos
benéficos para a saude (diminui inflamagdo, diminui o risco de ocorréncia de doengas cardiovasculares, etc). O
consumo didrio dessas capsulas nao traz risco a sua saude e ndo ird prejudicar o tratamento de sua doenga. Vocé
devera tomar duas capsulas dessas por dia durante trés meses. Todas as cdpsulas serdo fornecidas a vocé pelas
pesquisadoras, nao acarretando nenhum gasto a vocé.

Apds esse trés meses de intervengdo dietética, vocé sera reavaliada como da primeira vez. NOs iremos
novamente fazer toda a sua avaliagdo nutricional (peso, altura, bioimpedancia) e coletar uma nova amostra de sangue
para dosagem das mesmas substancias analisadas no inicio da pesquisa.

A pesquisa ndo acarretara nenhum risco para o participante. Ao final da pesquisa, em 2013, vocé sabera
todos os resultados dos seus exames e avaliagGes. Se forem constatados os beneficios do 6mega-3 no tratamento do
lUpus, esse nutriente podera complementar os tratamentos ja existentes para a doenga, proporcionando melhor
controle da mesma.

Se vocé recusar participar da pesquisa o seu atendimento no ambulatdrio ndo sera prejudicado. Vocé
continuard o seu acompanhamento normalmente sem nenhuma restrigdo.
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Se concordar em participar do estudo, os dados obtidos durante as consultas e preenchimento de
questionarios no ambulatério do Servigo de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), serdo passados para um protocolo préprio, assim como os exames feitos rotineiramente durante o seu
acompanhamento.

Todos os exames e consultas serdo gratuitos. Caso vocé tenha que comparecer ao ambulatério fora dos dias
de suas consultas normais, vocé recebera o dinheiro referente ao seu transporte.

Os resultados serdo entregues com a devida explicagdo, sendo feito o tratamento e encaminhamentos
necessarios. As informag0es obtidas nesse estudo serdo mantidas em sigilo, servirdo apenas para a pesquisa e para o
seu tratamento. Todos os participantes da pesquisa serdo identificados por cddigos acessados somente pelos
pesquisadores.

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar o material bioldgico coletado apenas com a
autorizagdo dos sujeitos da pesquisa.

Os dados encontrados no estudo poderdo ser publicados e divulgados nos meios de comunicagdo médica
COMO congressos e revistas.

Consentimento: Concordo em participar deste estudo. Recebi uma cdpia do presente termo de consentimento e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

N3o havera qualquer ressarcimento de despesas, em nenhuma hipétese.

Data: / /20

Assinatura:

Assinatura do paciente

Assinatura do Médico ou Nutricionista

Assinatura da testemunha

Assinatura da testemunha

Comité de Etica em Pesquisa - UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Campus Pampulha/ Unidade Administrativa Il - 20. Andar/ Belo Horizonte-MG -
Cep: 31270-901

Telefone: 34094592
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APENDICE B — Protocolo da Pesquisa

Interferéncia do uso de acidos graxos 6mega-3 no perfil inflamatdrio de pacientes com LES

Nome:

Endereco:

Cidade: Tel.:( )

Protocolow3: __

Data de nascimento: ____ / [/ Idade: __

Data Mo: ]

DataMe: ____/__ _ [__ __

DataMaw:_ _ [/___ [_ __

Data do diagnéstico: ___ __ / [/

Idade ao diagndstico: ____ Tempodedoenga:

Data da primeiraconsulta: ___ /[  Tempode acompanhamento: ___
Escolaridade: ___ _ anos estudados

Grau de escolaridade: ___ (0-ndo se aplica; 1-ensino fundamental completo; 2-ensino médio completo;

3-ensino superior completo)

Manifestagoes LES (0- ndo 1- sim 9- ndo se Acumulada Mo Ms
aplica)

Mi2

Mucocutaneas

Fotossensibilidade

LED

Rash Malar

Ulcera

Lupus subagudo

Artrite

Serosite

Pleurite

Pericardite

Hematoldgica

Anemia hemolitica com reticulocitose

Plaquetopenia (<100.000)

Linfopenia (<1500; duas ocasides)

Leucopenia (<4000; duas ocasides)

Neuropsiquiatrica

Psicose

Convulsao

Par craniano

Neuropatia periférica

Mielite transversa

Nefrite

Proteindria >0,5g/24hs ou cilindros celulares

DRC

Vasculite

Imunoldgica (anti DNA, anti SM, ACL, LA, VDRL)
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COMORBIDADES (0-ndo; 1-sim) Mo M2
HAS / PA: X / PA: X
SM
Obesidade
Dislipidemia
HDL<40
LDL>130
LDL>100
CT>200
TGLs>150
Menopausa
( )»1ano deamenorréia? ( )»1anodeamenorréia?
()<lano de amenorréia? ()<lano de amenorréia?
FSH: , - FSH: , -
Medicamentos (0-nao; 1-sim) Mo Me Mi2
Corticoide VO Dose: Dose: Dose:
Dose acumulada corticdide Dose: Dose: Dose:
Metilprednisolona EV Dose: Dose: Dose:
Antimalarico Dose: Dose: Dose:
Ciclofosfamida EV Dose: Dose: Dose:
Ciclofosfamida VO Dose: Dose: Dose:
Azatioprina Dose: Dose: Dose:
Ciclosporina Dose: Dose: Dose:
Metotrexato Dose: Dose: Dose:
Micofenolato mofetil Dose: Dose: Dose:
Imunossupressores Dose: Dose: Dose:
Carbonato de calcio Dose: Dose: Dose:
Vitamina D Dose: Dose: Dose:
Captopril Dose: Dose: Dose:
Losartana Dose: Dose: Dose:
Sinvastatina Dose: Dose: Dose:

Dose acumulada corticéide (Mo— M12): g

Antimalaricos: Qual (1.DFC 2.HCQ): Mo: Mes: Mi2:




EXAM ES LABORATORIAIS

Nome:
Prontudrio: Protocolo: ___
Exame Mo M1z
Resultado Data Resultado Data
Hb
Ht
VCM
HCM
Plaquetas
Leucdcitos
Neutrdfilos
Linfécitos
Uréia
Creatinina
Glicemia de jejum
TGO
TGP

Colesterol total

LDL colesterol

HDL colesterol

Triglicerideos

Vitamina D

Calcio

VHS

PCR

C3

C4

CH50

Anti DNA

Atividade fisica: (0- sedentario;1- insuficientemente ativo; 2-ativo)
Mo: Mai2:

Qualidade de vida Mo M2

Capacidade funcional

Dor

Vitalidade

Aspectos emocionais

Aspectos fisicos

Estado geral de saude

Aspectos sociais

Saude mental

Total




Nome:

Avaliacao Nutricional
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Prontuario:

Protocolo:

Peso

Altura

IMC

1-Magreza Ill; 2-Magreza Il; 3-
Magreza |; 4-Eutrofia; 5-Pré-
obeso; 6-Obeso |; 7-Obeso II; 8-
Obeso llI

Bioimpedancia

GORDURA (%)

GORDURA (Kg)

MASSA MAGRA (%)

MASSA MAGRA (Kg)

TAXA METABOLICA BASAL (Kcal/dia)

AGUA CORPORAL (litros)

AGUA CORPORAL (% peso corporal)

AGUA CORPORAL (% massa magra)

BIORESITENCIA (ohms)

REACTANCIA (ohms)

Bioimpedancia RIL

GORDURA (%)

GORDURA (Kg)

MASSA MAGRA (%)

MASSA MAGRA (Kg)

TAXA METABOLICA BASAL (Kcal/dia)

AGUA CORPORAL TOTAL (%)

AGUA CORPORAL INTRACELULAR (%)

AGUA CORPORAL EXTRACELULAR (%)

BIORESITENCIA (ohms)

REACTANCIA (ohms)
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CONTROLE OMEGA 3
Nome:
Prontudrioo. ___ Protocolo:
Controle 6mega-3 Ms Mi2

Quantidade de capsulas levadas

Quantidade de capsulas trazidas

Quantidade de capsulas tomadas

Quantidade de dias

Quantidade tomada esperada

% adesao

Consumo de alimentos ricos em 6mega 3

Consumo alimentar Ms Mi2

Comeu peixe?
Se sim, qual? Se sim, qual?
Cavala: ___ Cavala: ___
Arenque: __ Arenque: __
Salmdo: Salmdo:
Sardinha: Sardinha:
Quantas vezes? Quantas vezes?
Porgao: Porgao:

Semente de linhaca moida?

Quantas vezes?

Quantas vezes?

Porgdo: Porgdo:
Oleo de peixe?

Per capita: Per capita:
Oleo de canola?

Per capita: Per capita:
Oleo de linhaca?

Per capita: Per capita:
Oleo de soja?

Per capita: Per capita:

Castanhas e nozes?

Quantas vezes?
Porgdo:

Quantas vezes?

Porgdo:

Uso de 6mega 3?
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SLEDAI
Nome:
Prontudrio:. ___ Protocolo:

PESO DESCRICAO DEFINICAO

8 Convulsdo Inicio recente. Excluido causas metabdlicas, infecciosas ou por drogas

8 Psicose Habilidade alterada de realizar atividades normais devido a grave disturbio na
percepgdo da realidade. Inclui alucinagGes, incoeréncia, perda significativa de
associagoes, conteldo inadequado do pensamento, pensamento ilégico,
comportamento bizarro, desorganizado ou catatdnico. Exclui uremia e drogas.

8 S. cerebral orgénica Fungdo mental alterada com prejuizo da orientagdo, memdaria ou outra fungado
intelectual, com inicio e flutuagdes subitas. Inclui alteragdo do nivel de
consciéncia com diminui¢do da capacidade de concentragdo e incapacidade de
sustentar atengdo no meio-ambiente associado a 2 dos seguintes: disturbios
percecutdrios, discurso incoerente, insdnia ou sonoléncia diurna, atividade
psicomotora aumentada ou diminuida. Excluir causas infecciosas, metabdlicas
ou drogas.

8 Disturbio visual AlteragGes retinianas do LES. Inclui corpos citéides, hemorragia retiniana,
exsudato seroso ou hemorragia na cordide, neurite 6tica. Excluir hipertensao,
infecgcdo e drogas.

8 Alteragdo de par Inicio de neuropatia sensorial ou motora.

craniano

8 Cefaléia lupica Cefaléia intensa e persistente podendo ser tipo enxaqueca, mas tem que ser
resistente ao uso de narcéticos.

8 AVC AVC novo. Exclui aterosclerose.

8 Vasculite Ulceracgdo, gangrena, nddulos em dedos, infartos periungueais, hemorragias
pontuais, bidpsia ou arteriografia comprovando vasculite.

4 Artrite Mais de 2 articulagées com dor e flogose

4 Miosite Fraqueza/dor muscular proximal associado a aumento de CK-T/aldolase ou
ENMG ou bidpsia muscular.

4 Cilindraria Granular hematico ou celular de hemacias

4 Hematuria > 5 hemdcias/cp. Excluir infecgdo, nefrolitiase ou outra causa.

4 Piuria >5 leucdcitos/cp. Excluir infecgdo.

4 Proteinuria >0,5 mg/24hs (independente de inicio recente ou recorréncia)

2 Nova erupgdo cutianea Erupcdo cutanea nova ou recorrente com sinais de inflamacao.

2 Alopécia Inicio recente ou recorréncia de queda de cabelo anormal difusa ou localizada.

2 Ulcera mucosa Inicio recente ou recorréncia de Ulceras orais ou nasais.

2 Pleurite Dor toracica pleuritica com atrito ou derrame pleural ou espessamento pleural.

2 Pericardite Dor pericardica com mais um dos seguintes: derrame, atrito ou ECG, ou ECO.

2 Baixo complemento Diminui¢do de CH50, C3, C4 abaixo do limite normal do laboratério.

2 Aumento de anti-DNA >25% do titulo de anti-DNA ou valor acima do normal para referéncia do
laboratério
(>25% biding by Farr assay...)

1 Febre >382C. Excluir infecgao.

1 Trombocitopenia < 100.000 plaquetas/mm3

1 Leucopenia < 3.000 leucdcitos/ mm3. Exclui drogas.

SLEDAI Mo:
SLEDAI Me:

SLEDAI M12:
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SLICC
Nome:
Prontudrio: _ Protocolo: __
ITEM ESCORE DATA
OCULAR - qualquer olho, avaliagdo clinica
Catarata 1 ] ]
Lesdo retiniana ou atrofia dtica 1 A
NEUROPSIQUIATRICA
Alteragdo Cognitiva (ex. déficit de memdria, dificuldade de célculo, baixa concentragdo, dificuldade de 1 ] ]
falar ou escrever) ou psicose
Convulsdo necessitando de terapia por 6 meses 1 A
Acidente vascular cerebral em qualquer momento (escore 2 se >1) 1(2) ]
]/
Neuropatia periférica ou craniana (excluir ética) 1 A A
Mielite transversa 1 A
RENAL
RFG estimado ou medido <50% 1 _ ] /]
Proteintria >3,5 mg/24hs ou 1 A
IRC terminal (dialise ou transplante) 3 _/ /
PULMONAR
Hipertensdo pulmonar (proeminéncia de VD ou hiperfonese de B2) 1 A A
Fibrose pulmonar (exame fisico ou radiografia) 1 A A
Pulm3o retraido (radiografia) 1 ] ]
Fibrose pleural (radiografia) 1 A A
Infarto pulmonar (radiografia) 1 A A
CARDIOVASCULAR
Angina ou bypass coronariano 1 _ ] ]
Infarto do miocdrdio (escore 2 se >1) 1(2) ] ]
A
Miocardiopatia (disfuncio ventricular) 1 _ /]
Doenca valvular (sopro diastélico ou sistdlico >3/6) 1 ]/
Pericardite por 6 meses ou pricardiectomia 1 ] ]
DOENGCA VASCULAR PERIFERICA
Claudicagdo por 6 meses 1 /] ]
Perda tecidual pequena (polpa) 1 ] ]
Perda tecidual significativa (ex. perda digital ou membro) (escore 2 se >1 local) 1(2) A
_/_J
Trombose venosa com edema, ulceragdo ou estase venosa 1 _ ] /]
GASTROINTESTINAL
Infarto ou ressecgdo intestinal abaixo do duodeno, bago, figado ou vasicula biliar, por qualquer causa 1(2) ] ]
(escore 2 se >1 local) _ ] ]
Insuficiéncia mesentérica 1 ] ]
Peritonite cronica 1 ] ]
Estenose ou cirurgia do trato gastrointestinal superior em qualquer momento 1 ] ]
MUSCULOESQUELETICA
Atrofia ou fraqueza muscular 1 ] ]
Artrite erosiva ou deformante (inclusive deformidades redutiveis, excluindo necrose avascular) 1 Y
Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo necrose avascular) 1 ] ]
Necrose avascular (escore 2 se >1) 1(2) ] ]
_J
Osteomielite 1 ]/
PELE
Alopecia crénica cicatricial 1 ] ]
Cicatriz extensa em outro local além de couro cabeludo e polpa digital 1 ] ]
Ulceragdo cutanea (excluindo trombose) por >6 meses 1 _ ] ]
FALENCIA GONADAL PREMATURA 1 ] ]
DIABETE MELITO (independente de tratamento) 1 ] ]
MALIGNIDADE (excluindo displasia) (escore2 se >1 local) 1(2) ]
_J ]
* Dano ( alteragdes irreversiveis ndo relacionada a inflamagdo ativa) ocorrendo a partir do inicio do LES, avaliada por abordagem

clinica e presente por, pelo menos, 6 meses. Episodios repetidos devem ocorrer apds no minimo 6 meses para escore 2. A mesma

lesdo ndo pode ser considerada 2 vezes

SLICCMo:__Data:____ /[
SLICC Mg: ___ Data: /A
SUCCMy:__ Data:__ /[
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APENDICE C — Tabela das concentragdes séricas de citocinas (IL-6 e IL-10) no
inicio do estudo (T0), dos grupos com e sem excesso de peso, segundo o IMC,

de pacientes com LES atendidas no Servigo de Reumatologia do HC/UFMG

Concentragodes séricas de citocinas (IL-6 e IL-10) no inicio do estudo (T0), dos grupos com
e sem excesso de peso, segundo o IMC, de pacientes com LES atendidas no Servigo de
Reumatolog_;ia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel IMC<25,0kg/m? IMC=225,0kg/m? P
n=15 n=34
Mediana (liq) Mediana (liq)
IL-6 (fg/mL)* 1.377,0 (479,5-3.134,4)° 920,4 (400,2-1.947,5)° 0,429
IL-10 (fg/mL)* 19.299,5 (7.850,8-53.353,0)° 21.417,0 (9.398,0-51.159,0) 0,956

*teste U-Mann-Whitney; °n=47; ®n=21; °n=26; “n=35; °n=14; 'n=21; IMC=indice de massa corporal; kg=quilograma;
m=metro; |IL=interleucina; llg=intervalo interquartil; fg=fenograma; mL=mililitro.
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APENDICE D — Tabela das concentragdes séricas de citocinas (IL-6 e IL-10) no
inicio do estudo (T0), dos grupos com percentual de gordura corporal normal e
acima do recomendado, de pacientes com LES atendidas no Servigco de

Reumatologia do HC/UFMG

Concentrag6es séricas de citocinas (IL-6 e IL-10) no inicio do estudo (T0), dos grupos com
percentual de gordura corporal normal e acima do recomendado, de pacientes com LES
atendidas no Servigo de Reumatologia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel IMC<25,0kg/m? IMC=225,0kg/m? P
n=15 n=34
Mediana (liq) Mediana (liq)
IL-6 (fg/mL)* 479,5 (189,4-1.036,0)° 1.223,2 (465,0-2.383,0)° 0,053
IL-10 (fg/mL)* 16.269,5 (5.514,2-22.257,0)° 22.537,0 (9.777,0-55.785,0)f 0,192

*teste U-Mann-Whitney; an=47; °n=21; °n=26; Yn=35; °n=14; 'n=21; GC=gordura corporal; IL=interleucina; liq=intervalo
interquartil; fg=fenograma; mL=mililitro.
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APENDICE E — Tabela de comparacgao entre os valores dos exames bioquimicos
de pacientes com LES do grupo sem suplementagdo de 6mega-3, na primeira

(TO) e décima segunda semana (T1) de estudo

Comparacao entre os valores dos exames bioquimicos de pacientes com LES do grupo
sem suplementagdao de 6mega-3, na primeira (T0) e décima segunda semana (T1) de
estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Exame Laboratorial N TO T p
Mediana (liq) Mediana (liq)

Glicemia (mg/dl)* 27 78,5 (71,2-84,8) 77,5 (72,2-85,0) 0,354
CT (mg/dl)* 27 167,0 (145,5-192,0) 176,0 (152,0-199,8) 0,067
LDL-c (mg/dIl)* 27 89,0 (77,5-115,0) 98,0 (76,0-125,0) 0,019
HDL-c (mg/dl)* 27 53,0 (47,0-62,0) 53,5 (45,5-59,0) 0,857
TG (mg/dl)* 27 90,0 (70,0-123,0) 87,0 (63,2-128,0) 0,657
Vitamina D (mg/dl)* 27 27,5 (22,5-40,4) 35,0 (13,5-37,8) 0,359
PCR (mg/dl)* 27 5,0 (4,9-9,6) 5,0 (4,9-11,6) 0,009
C3 (mg/dl)* 27 112,0 (89,0-118,0) 105,0 (89,0-128,0) 0,174
C4 (mg/dl)* 27 26,0 (14,1-30,5) 23,0 (15,4-27,0) 0,899

*teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon; TO = primeira semana de estudo; T1 = décima segunda semana de estudo;
CT = colesterol total; LDL-c = lipoproteina de baixa densidade; HDL-c = lipoproteina de alta densidade; TG =
triglicerideos; PCR = proteina C reativa; C3 e C4 = complemento sérico; mg=miligrama; dL=decilitro; llq = intervalo
interquartil.
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APENDICE F — Tabela de comparacdo entre as concentragbes séricas das
citocinas de pacientes com LES do grupo sem suplementacdo de émega-3, na

primeira (TO) e décima segunda semana (T1) de estudo

Comparacao entre as concentragoes séricas das citocinas de pacientes com LES do grupo
sem suplementagdao de 6mega-3, na primeira (T0) e décima segunda semana (T1) de
estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Citocina N TO T Jo)
Mediana (liq) Mediana (llq)
IL-6 (fg/mL)* 26 1.097,4 (520,0-1.985,5) 881,8 (332,0-2.081,2) 0,946
IL-10 (fg/mL)* 21 21.417,0 (6.717,0-51.640,5) 26.078,0 (11.384,5- 0,332
47.542,0)

*teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon; TO = primeira semana de estudo; T1 = décima segunda semana de estudo;
IL = interleucina; f = fenograma; mL = mililitro.
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APENDICE G — Tabela de comparagdo entre as concentragdes séricas das
adipocinas de pacientes com LES do grupo sem suplementacédo de dmega-3, na

primeira (TO) e décima segunda semana (T1) de estudo

Comparacao entre as concentragoes séricas das adipocinas de pacientes com LES do
grupo sem suplementacdo de 6mega-3, na primeira (T0) e décima segunda semana (T1)
de estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Citocina N TO T Jo)
Mediana (liq) Mediana (liq)

Leptina (ng/mL) * 27 58,8 (37,4-113,2) 77,2 (50,0-103,0) 0,416

Adiponectina (ug/mL) * 27 43,8 (31,8-59,8) 44,5 (20,0-59,0) 0,462

*teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon; TO = primeira semana de estudo; T1 = décima segunda semana de estudo;
ng = nanograma; pug = micrograma; mL = mililitro.
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APENDICE H — Tabela de comparacdo entre as concentracbes séricas das
adipocinas de pacientes com LES do grupo com suplementacao de dmega-3, na

primeira (TO) e décima segunda semana (T1) de estudo

Comparacgao entre as concentragoes séricas das adipocinas de pacientes com LES do
grupo com suplementagdo de 6mega-3, na primeira (T0) e décima segunda semana (T1)
de estudo, Belo Horizonte, MG, 2014.

Citocina N TO T Jo)
Mediana (liq) Mediana (liq)

Leptina (ng/mL) * 22 80,0 (54,6-146,5) 93,2 (54,8-153,4) 0,506

Adiponectina (ug/mL) * 22 36,4 (22,2-56,3) 44,9 (23,9-57,2) 0,465

*teste ndo paramétrico pareado de Wilcoxon; TO = primeira semana de estudo; T1 = décima segunda semana de estudo;
ng = nanograma; ug = micrograma; mL = mililitro.
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APENDICE | — Tabela das variagdes das concentracdes séricas dos exames
bioquimicos entre o inicio (TO) e o final do estudo (T1) dos grupos com e sem
suplementagao de 6mega-3 de pacientes com LES atendidas no Servigo de
Reumatologia do HC/UFMG

Variagdes das concentragoes séricas dos exames bioquimicos entre o inicio (T0) e o final
do estudo (T1) dos grupos com e sem suplementag¢ao de 6mega-3 de pacientes com LES
atendidas no Servigo de Reumatologia do HC/UFMG, Belo Horizonte, MG, 2014.

Variavel Grupo com 6mega-3 Grupo sem 6mega-3 p
n=22 n=27

AGlicemia (mg/dL)* 0,496
MédiatDP -3,045,9 -2,048,7

Mediana (llq) -4,0 (-8,0-0,0) -1,0 (-8,0-4,0)

AColesterol total (mg/mL)* 0,477
MédiatDP 12,9+18,7 7,1£23,8

Mediana (llq) 14,0 (-2,5-27,2) 4,5 (-8,5-23,8)
ALDL-colesterol (mg/dL)* 0,288
MédiatDP 13,8+15,4 5,1£27,0

Mediana (llq)

17,0 (3,0-27,0)

10,5 (-2,5-20,8)

AHDL-colesterol (mg/dL)* 0,536
MédiatDP 3,2+11,8 0,2+7,9

Mediana (llq) 0,0 (-4,5-12,5) -0,5 (-7,0-5,0)

ATriglicerideos (mg/dL)* 0,867
MédiatDP 2,0465,0 -1,5+41,6

Mediana (llq) -1,0 (-39,2-22,8) -4,5 (-17,8-16,8)

AVitamina D (mg/dL)* 0,105
MédiatDP -4,4+11,62 1,6+7,0°

Mediana (llq) -6,0 (-10,6-1,3) 3,5 (-2,0-5,9)

AC3 (mg/dL)* 0,590
MédiatDP 1,1£21,3¢ 3,0+15,8

Mediana (llq) 3,0 (-10,0-11,3) 5,0 (-8,0-17,0)

AC3 (mg/dL)* 0,582
MédiatDP -0,745,2¢ 0,116,5

Mediana (llq) -1,0 (-4,1-2,5) 0,0 (-3,0-3,0)

*teste U-Mann-Whitney; n=11; ®n=10; °n=20; LDL-c=lipoproteina de baixa densidade; HDL-c=lipoproteina de alta
densidade; C3 e C4=complemento sérico; mg=miligrama; dL=decilitro; DP=desvio padréo; llg=intervalo interquartil.
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ANEXOS

ANEXO A — Artigo: Avaliagdo do estado nutricional e da atividade fisica em
pacientes com lupus eritematoso sistémico

dos Santos Fde M, Borges MC, Correia MI, Telles RW, Lanna CC. Avaliagdo do
estado nutricional e da atividade fisica em pacientes com lupus eritematoso
sistémico. Rev. Bras. Reumatol 2010, 50:6, 631-638.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dos%20Santos%20Fde%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borges%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correia%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lanna%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
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ANEXO B - Artigo: Nutritional status and food intake in patients with systemic
lupus erythematosus

Borges MC, dos Santos Fde M, Telles RW, Lanna CC, Correia MI. Nutritional

status and food intake in patients with systemic Ilupus erythematosus.
Nutrition 2012; 28:1098-103.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borges%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dos%20Santos%20Fde%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lanna%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correia%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22898268
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ANEXO C - Artigo: Excess weight and associated risk factors in patients with
systemic lupus erythematosus

dos Santos Fde M, Borges MC, Telles RW, Correia MI, Lanna CC. Excess
weight and associated risk factors in patients with systemic lupus
erythematosus. Rheumatol Int 2013; 33:681-8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dos%20Santos%20Fde%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borges%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correia%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lanna%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22898268
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ANEXO D — Aceite da Revista Brasileira de Reumatogia para publicagdo do
artigo de revisao intitulado Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e lupus
eritematoso sistémico: o que sabemos?

Ms. Ref. No.: BJR-D-13-00135

Title: Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e lipus eritematoso sistémico: o que
sabemos?

Brazilian Journal of Rheumatology

Dear Prof. Cristina Costa Duarte Lanna,

| am pleased to inform you that your paper "Acidos graxos poli-insaturados émega-3 e
lUpus eritematoso sistémico: o que sabemos?" has been accepted for publication in
Brazilian Journal of Rheumatology.

Below are comments from the editor and reviewers.

Thank you for submitting your work to Brazilian Journal of Rheumatology.

Yours sincerely,

Max Carioca Freitas

Editor-in-Chief
Brazilian Journal of Rheumatology
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ANEXO E — Carta do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

S GERAIS
UN“’ERSI]]. DERAL DE MINA
COMITE: DEhEI,)]EgE gM PESQUISA - COEP

Parecer ne, ETIC 0235.D.203.Uﬂﬂ-11

Interessado(a): Profa. Cristina Costa Duarte Lanna
Departamento de Aparelho Locomotor
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de julho de 2011, apés atendidas as solicitagoes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Impacto da implementagdo com acidos
graxos 6mega-3 na inflamagéo de pacientes com lipus eritematoso
sistémicc" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa-flaria Teresa Marques Amaﬁl

Coordenadora do COEP-UFMG

Av, Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Adwministyggiyg [1- 3% endar - Sala 2005 - Cep-31270-900 - BH-MG
Telefax: (031) 34094557 . . il cocpid prpg uling e
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ANEXO F — Critérios de classificagao do Colégio Americano de Reumatologia
para Lupus Eritematoso Sistémico

Critério
Eritema malar

Lesao
Discoide

Fotossensibili
dade
Ulceracao
mucosa
Artrite nao
erosiva
Serosite

Nefrite

Alteracao
neurolégica

Alteragcoes

hematolégicas

Alteragoes
imunoldgicas

Anticorpo
antinuclear

Definigao
Eritema fixo, plano ou elevado, sobre as eminéncias malares e que
tende a respeitar as pregas nasolabiais.
Placas eritematosas sobrelevadas, com descamacgao queratotica e
obstrucdo folicular; cicatrizacdo atréfica pode ocorrer em lesdes
antigas.
Exantema cutaneo, resultado de reacdo anormal da pele a luz solar,
relatado por paciente ou observado por médico.
Ulceragao oral ou nasofaringea, geralmente indolor, observada por
meédico.
Artrite envolvendo duas ou mais articulagdes periféricas,
caracterizada por dor a palpagao, edema ou derrame articulares.
a) Pleurite: histéria convincente de dor pleuritica ou atrito
pleural auscultado por médico ou evidéncia de derrame
pleural OU
b) Pericardite: documentada por ECG, presenca de atrito
pericardico ou evidéncia de derrame pericardico.
a) Proteinuria persistente >0,5g/d ou >3+ OU
b) Cilindros celulares: granulosos, hematicos ou mistos.
a) Convulsdes: na auséncia de uma causa, como drogas ou
disturbios metabdlicos OU
b) Psicose: na auséncia de uma causa, como drogas ou
disturbio metabdlico.
a) Anemia hemolitica: com reticulocitose OU
b) Leucopenia: <4.000/mm?3 em duas ou mais ocasides OU
c) Linfopenia: <1.500/mm?3 em duas ou mais ocasides OU
d) Plaquetopenia: <1150.000/mm3; na auséncia de drogas
como causa.
a) Anticorpos anti-DNA nativo em titulos anormais OU
b) Anticorpos anti-Sm positivo OU
c) Anticorpos antifosfolipides baseados em: nivel sérico
anormal de anticorpos anticardiolipina, fragdes IgM ou IgG,
ou teste positivo para anticoagulante lupico, utilizando
método padrdo, ou prova soroldgica falsamente positiva
para sifilis por pelo menos 6 meses e confirmada pela reagao
com o antigeno treponémico ou hemaglutinagado passiva,
utilizando hemacias recobertas com antigenos
treponémicos.
Titulo anormal de anticorpo antinucleo por imunofluorescéncia ou
por teste equivalente, em qualquer fase e na auséncia de drogas
que causam sindrome de “lupus induzido por drogas®.

A propoésito de se identificar pacientes com LES para estudos clinicos, deve-
se ter 4 ou mais dos 11 critérios, de forma seriada ou simultidnea, durante
qualquer intervalo da observacgao.
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ANEXO G — Tabela de classificagdo do estado nutricional segundo o indice de

massa corporal (IMC)

Classificagao nutricional de acordo com o indice de massa corporal (IMC)

Classificagdo IMC

Magreza grau |l < 16,00 kg/m?
Magreza grau |l 16,00 a 16,99 kg/m?
Magreza grau | 17,00 a 18,49 kg/m?
Eutrofia 18,50 a 24,99 kg/m?
Pré-obeso 25,00 a 29,99 kg/m?
Obesidade Classe | 30,00 a 34,99 kg/m?
Obesidade Classe I 35,00 a 39,99 kg/m?

Obesidade Classe |l > 40,00 kg/m?

Fonte: WHO, 1997.



117

ANEXO H — Locais de colocacgao dos eletrodos para realizagao da bioimpedancia

elétrica

Locais de colocagao dos eletrodos da bioimpedancia



ANEXO | — Tabela de classificagao do percentual de gordura corporal

Valores de referéncia para percentuais de gordura em mulheres
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Idade Baixo Recomendado Alto Muito alto
20-39 5-20 21-33 34-38 >38
40-59 5-22 23-34 35-40 >40
60-79 5-23 24-36 37-41 >41

Fonte: GALLAGHER, 2000.



