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RESUMO

Introducdo: O comprimento telomérico tem sido descrito como um marcador do
envelhecimento bioldgico e do risco de desenvolver doengas cronicas relacionadas a idade
através de mecanismos comuns de inflamacéo e oxidagdo. Uma grande variedade de fatores
leva ao encurtamento telomérico. Alguns deles sdo explicados através da heranca genética e
outros por variaveis associadas ao estilo de vida. A obesidade em adultos, por exemplo, esta
associada a menor comprimento dos telomeros. No entanto, estudos sobre obesidade infantil e
tamanho telomérico mostraram-se inconclusivos. Esse estudo visa entender a associagdo
existente entre o estado nutricional e a variacdo de tamanho de teldmeros em uma coorte de
criancas. Objetivo: avaliar o impacto da situacao nutricional de criancas e o tamanho telomérico
nos grupos: obesos e eutroficos. Métodos: O comprimento dos telémeros foi avaliado por
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Para realizagdo do célculo foi utilizado a
guantidade de DNA telomérico dividido pela quantidade de DNA de controle de cadeia simples
(Razdo T/S), de células da mucosa oral de criancas entre 3-6 anos. Resultados: N&o foi
encontrada diferenca estatistica significativa entre 0 comprimento dos telémeros de criancas
obesas e eutroficas. Conclusdo: Os achados deste estudo sugerem que no tempo observado, a
presenca de obesidade ndo foi o suficiente para causar alteracGes no tamanho telomérico. Se tal
caracteristica gerara alteracdes a longo prazo resta a ser esclarecido através do seguimento da

coorte.

Palavras-chave: Comprimento telomérico; teldmero; obesidade infantil; teldmero infantil;

obesidade e teldmero;



ABSTRACT

Introduction: Telomeric length has been described as a marker of biological aging and risk of
developing age-related chronic diseases through common mechanisms of inflammation and
oxidation. A wide variety of factors lead to telomeric shortening. Some of them are explained
through genetic inheritance and others by lifestyle-related variables. Obesity in adults, for
example, is associated with shorter telomere length. However, studies on childhood obesity and
telomeric size have been inconclusive. This study aims to understand the association between
nutritional status and telomere size variation in a cohort of children. Objective: To evaluate the
impact of children's nutritional status and telomeric size in the groups: obese and eutrophic.
Methods: Telomere length was evaluated by quantitative polymerase chain reaction (QPCR).
For the calculation, the amount of telomeric DNA divided by the amount of single-stranded
control DNA (T / S Ratio) of oral mucosa cells of children aged 3-6 years was used. Results:
No statistically significant difference was found between telomere length of obese and
eutrophic children. Conclusion: Our findings suggest that there is no significant difference

between the telomeric size of obese and eutrophic female and male children.

Keywords: Telomeric length; telomere; child obesity; children's telomere; obesity and telomer;
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1 INTRODUCAO

Telébmeros sdo complexos de acido desoxirribonucleico (DNA) e proteina que estdo
localizados nas extremidades dos cromossomos eucarioticos, eles consistem de uma série de
repeticdes em tandem de DNA (TTAGGG). Os teldmeros se encurtam em cada diviséo celular
em consequéncia de uma falha na replicacdo final (GREIDER CW et al., 1985), esse
encurtamento € um processo natural, mas que pode ser acelerado por fatores como a inflamacéo
e 0 estresse oxidativo, fatores que estdo ligados também a obesidade. Existe um ponto critico
onde os teldmeros atingem o0 seu maximo encurtamento, apds esse ponto, ha interrupcao e um
mau funcionamento no ciclo celular, causando entdo senescéncia e levando a morte celular
(SHIN, 2019).

Nos ultimos anos, mudancas no estilo de vida tém afetado diretamente a satde das
pessoas. Dietas com um alto consumo de calorias, baixa ingestdo de frutas e legumes,
sedentarismo, alta ingesta de bebidas acucaradas e sédio em grandes quantidades (SBD, 2017-
2018) sdo habitos que passaram a ser adquiridos mais recentemente na vida moderna.

A nutricdo é um fator de extrema importancia na programacdo metabdlica. Perante a
preocupacéo atual da populacdo em relacédo a sua alimentacao, tem se relatado um aumento de
utilizacdo de dietas e regimes para manter-se a forma fisica, por esta razdo, ¢ fundamental
compreender como 0s nutrientes interagem com o genoma humano (FERGUSON et al., 2007).

Nas ultimas décadas o Brasil esta passando por uma transi¢do nutricional onde nota-se
um declinio da desnutri¢do e um aumento do sobrepeso e obesidade infantil (BATISTA FILHO;
RISSIN, 2003). A obesidade é descrita por excesso de gordura corporal em relacdo a massa
magra, ja o sobrepeso é a proporcao que se refere a peso maior que a desejavel para a altura
(OLIVEIRA et al., 2003). A mudanca no perfil nutricional é resultado do aumento da ingestao
caldrica e diminuig&o da atividade fisica, com consequente acimulo de gordura. Para completar
esse cenario, ha o desmame seguido da introducédo alimentar precoce de alimentos processados
e de alto teor caldrico.

A obesidade é atualmente considerada um problema de salde publica: dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) afirmam que cerca de 300 milhGes de pessoas possuem
obesidade clinica e/ou severa em todo o mundo. A obesidade ¢ uma patologia associada a
expansdo do tecido adiposo e a uma inflamacéo cronica, exercendo uma variedade de efeitos
negativos em diversos tecidos (GONZALEZ-MUNIESA et al.,, 2017). Essa patologia é
considerada multifatorial, podendo ser modulada tanto fatores genéticos como fatores
ambientais (PERES et al., 2012).
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Ao considerar a obesidade e seus aspectos genéticos e inflamatdrios, ha proliferacao de
células decorrente da infeccdo, consequente aumento da divisdo celular e, por isso, perda de
repeticdes teloméricas. A inflamacdo também levard a um estresse oxidativo que pode causar
modificacdes oxidativas e quebra de cadeias simples de DNA (HENLE et al., 1999). O dano
pode se acumular nos telébmeros, visto que a sequéncia telomérica (rica em guanina) é mais
sensivel a danos por oxidacdo (VON ZGLINICKI; PILGER; SITTE, 2000).

Através do presente projeto buscaremos avaliar se hd uma relacdo entre o estado
nutricional (eutrofia, sobrepeso ou obesidade) e o tamanho telomérico da crianca, que sera
mensurado aos 3-6 anos de idade. O presente estudo é parte do projeto maior — IVAPSA,
Impacto das Varia¢gdes do Ambiente Perinatal sobre a Satde do Recém-Nascido nos Primeiros

Seis Meses de Vida e da Corte de seguimento.

1.1 OBESIDADE

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a obesidade é caracterizada pelo
acumulo anormal ou excessivo de gordura no tecido adiposo que apresenta risco para a saude.
Em adultos é empregado um célculo, onde a medida bruta da obesidade na populacdo é o peso
de uma pessoa em quilogramas dividido pelo quadrado da sua altura em metros, resultando no
indice de massa corporal (IMC). A obesidade é definida em individuos com uma pontuagdo >
30 kg/m?, para ser considerada obesidade grave o IMC é >40 kg/m?.

A obesidade é considerada uma doenca nutricional de maior ascenséo entre a populagéo
observado nos ultimos anos (MARIATH et al., 2007). Esse aumento acentuado esta sendo
atribuido ao estilo de vida sedentério, habitos nutricionais pouco saudaveis, diminuicdo da
atividade fisica e o padrédo de vida corrido da popula¢do (WU, CHOU et al. 2014).

1.1.1 Obesidade e inflamacao

A obesidade trata-se de uma patologia que esta associada a expanséo do tecido adiposo
e a uma inflamacdo crénica de baixo grau com consequéncias negativas diversas em maltiplos
tecidos, como tecido adiposo, hepatico, muscular, entre outros. (GONZALEZ-MUNIESA et
al., 2017). A inflamacédo é um processo fisioldgico e caracteriza-se por uma resposta de defesa
frente a um agente agressor celular. A inflamacdo é considerada um processo altamente
benéfico e necessario para 0 organismo, pois & responsavel pela regeneracdo e reparo das
estruturas danificadas (ZALDIVAR et al., 2006). Normalmente, ap6s o reparo, esta inflamagéo
desaparece. Em caso de obesidade o fator que desencadeia esse processo € 0 excesso de
nutrientes (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011) resultando em um aumento do tamanho do
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adipécito (hipertrofia) e também do seu nimero (hiperplasia) (CODONER-FRANCH et al.,
2011). Esse processo inflamatorio e suas consequéncias, irdo interferir no funcionamento do
tecido adiposo e seus mecanismos, levando, entdo, a um tecido disfuncional. O aumento na
quantidade de células inflamatdrias esta dentre as mudancas na composi¢do celular da massa
adiposa disfuncional (SUGANAMI; OGAWA, 2010).

1.1.2 Tecido adiposo e obesidade

O tecido adiposo é considerado um 6rgdo dindmico metabolicamente, € o local de
principal armazenamento de excesso de energia, contendo fungdes enddcrinas, sintetizando
uma série de compostos biologicamente ativos que sdo responsaveis por regular a homeostase
metabolica. E constituido por adipécitos e células chamadas fracdo de estroma vascular, que
compreendem as células sanguineas, células endoteliais, pericitos, células precursoras adiposas,
celulas do sistema imunoldgico, entre outras (SAELY; GEIGER; DREXEL, 2012).

As mais importantes secre¢des do tecido adiposo sdo substéncias as quais s&o
denominadas adipocinas, leptina, adiponectina, resistina e algumas citocinas, como
interleucina- 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), € a proteina quimio atraente de
mondcito (MCP-1), dentre outras (FERRANTE, 2013). Por isso é capaz de regular o apetite, 0
gasto energético, a sensibilidade periférica a insulina, a capacidade oxidativa, a absorcdo de
lipideos em tecidos ndo adiposos, como coracdo, figado, células beta pancreaticas e musculo
esquelético. O aumento de lipideos na circulacdo é um estimulo para os adip6citos maduros
presentes no tecido se expandirem. Essa maior necessidade de armazenamento, pode estimular
pré-adipocitos presentes no tecido a se diferenciar em adipécitos maduros, que serdo capazes
de armazenar gordura. (GRAY; VIDAL-PUIG, 2007). Spalding et al. observaram que o nimero
de adipdcitos, tanto para individuos magros quanto para obesos, € definido durante a infancia e
adolescéncia com uma pequena variagdo durante a vida adulta, sugerindo que a hipertrofia dos
adipocitos é o principal mecanismo para a expansdo do tecido adiposo durante o

desenvolvimento da obesidade.

1.1.3 Obesidade na Infancia

A obesidade infantil € ainda mais preocupante que a obesidade adulta, devido ao maior
risco que essas criancas tém em se tornarem adultos obesos e, as inimeras consequéncias que
essa doenca pode causar (BALABAN G E SILVA GAP, 2004). A obesidade infantil pode trazer
diversas consequéncias, sejam elas a curto e a longo prazo. Desordens ortopédicas, os distarbios

respiratorios, a diabetes, a hipertensdo arterial e as dislipidemias, além dos distdrbios
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psicossociais sdo alguns exemplos de consequéncias de curto prazo. J& a mortalidade
aumentada por todas as causas e por doengas coronarianas em pessoas que tiveram historico de
obesidade na infancia e adolescéncia sdo consequéncias a longo prazo (SERDULA et al., 1993).

Como ja mencionado, a obesidade em adultos é medida através do IMC (IMC) (kg/m2)
> 25 (sobrepeso) ou >30 (obesidade). Contudo, inimeros métodos atualmente s&o aplicados
para medir a obesidade em criancas; onde um dos maiores desafios é selecionar o melhor e
sequi-lo coerentemente para avaliar e monitorar a obesidade infantil (TOMKINS, 2006).
Segundo diretrizes da OMS de 2007, a avaliacdo envolve a comparacdo de medidas com valores
de referéncia que estdo expressos em tabelas e curvas. A combinacdo de duas ou mais
informacgdes antropométricas béasicas (peso, sexo, idade, altura) irdo formar o indice
antropométrico. Em criancas pode ser usado: peso/idade; altura/idade; peso/altura; IMC/idade;
e comparado separadamente dependendo do sexo e da faixa etaria. Os resultados sdo expressos
por uma tabela de escore Z ou percentis como demonstrado na figura 1 disponibilizada pela
OMS.

Figura 1 - Tabelas de referéncia por indicador:
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(A): Grafico de escore Z do IMC para meninas entre 5 e 19 anos de idade. (B): Grafico de escore Z do IMC para
meninos entre 5 e 19 anos de idade. (C): Grafico de escore Z do IMC para meninas até 5 anos de idade. (D): Gréafico
de escore Z do IMC para meninos até 5 anos de idade. Fonte: adaptado de OMS.
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A influéncia genética é um dos maiores fatores ligados a obesidade. Alguns estudos
mostram que o IMC é de 25 a 40% herdavel. No entanto, a vulnerabilidade genética geralmente
¢ associada a fatores ambientais que também afetam o peso. Sendo assim, mesmo que a genetica
desempenhe uma parte no desenvolvimento da obesidade, ela ndo é a Unica responsavel
(BHADORIA et al., 2015).

1.2 EVENTOS RELACIONADOS COM A GENETICA

A genética vem cada vez mais fazendo parte de pesquisas. Estudos mostram que a
herdabilidade pode explicar a predisposi¢éo e muitas patologias que estdo presentes na vida dos
individuos. O Projeto do Genoma Humano tem facilitado a compreensdo cada vez maior de
mecanismos e ajudando pesquisadores em seus projetos. No entanto, existe extensa
variabilidade e muitos mecanismos ainda ndo bem elucidados. Dessa forma, identificar os
diversos meios e mecanismos pelos quais os fatores ambientais interferem, tanto para a
inativacdo quanto para a superativacdo genética pode ser uma potencial forma de descobrir
focos para intervences futuras.

A relacdo gene-nutriente, através de estudos, vem demonstrando constante atividade
desde a concepcdo até a vida adulta (ORDOVAS, 2008). O ambiente externo tem a capacidade
de atuar sobre o DNA, RNA e proteinas. Portanto, esses eventos podem modificar a cromatina
e levar a um remodelamento ou reprogramacao da expressao génica. (TRUJILLO DAVIS, &
MILNER, 2006).

1.2.1 Gendmica nutricional

A genbmica nutricional inclui termos como: a nutrigendbmica e nutrigénetica, a
nutrigendmica que € a area de estudo cientifico do impacto de nutrientes na expressao génica,
estudando a interacdo desses nutrientes sobre genes especificos, a alteracdo do padrdo de
transcritos, proteinas ou metabolitos produzidos nessa sequéncia. Esse estudo pressupde que
determinados nutrientes presentes em alimentos possam estar relacionados com a ativagao ou
silenciamento da expressdo de genes por meio de mecanismos epigenéticos, como a
modificagdo das histonas ou do DNA. (SALES et al., 2014; FARHUD et al., 2010). E a
nutrigenética visa avaliar o impacto dos diferentes padrdes genotipicos sobre 0s componentes
da dieta. A exploracdo dessas informacdes gendmicas junto com tecnologias de alto nivel
permite a aquisicdo de novos conhecimentos que visam obter um melhor entendimento das
interacbes entre nutrientes e genes dependendo do genotipo. (SIMOPOULOS, 2010;

ORDOVAS et al, 2004). No contexto dos estudos epidemioldgicos nota-se um interesse
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particular diante da exposicéo a determinados alimentos em funcéo da variabilidade genética
humana. Apesar disso ressalta-se algumas limitacOes para esses estudos, por falta de padrdo de
“dose” consumida para determinada necessidade, mesmo que as quantidades fossem
conhecidas, a “dose” bioldgica varia bastante entre individuos em virtude da variabilidade
genética poder afetar a absorcdo, a biotransformacdo, o metabolismo, a distribuicdo ou a
eliminacdo de um nutriente ou composto bioativo (EI-SOHEMY, 2007).

Além da Nutrigenética e da Nutrigendbmica, a Epigenémica Nutricional também tem

importancia no estudo da genémica nutricional.

1.3 TELOMERO E TELOMERASE

O genoma humano é composto de cdpias condensadas de acido desoxirribonucleico
(DNA), que tem em sua composicdo, a informagdo genética de cada individuo. O DNA é
composto por duas fitas que sdo mantidas unidas por pontes de hidrogénio. Essas fitas séo
compactadas juntas formando o nucleossomo, que fica compactado em um dos 23 pares de
bastonetes chamados de cromossomos. O cromossomo tem uma estrutura contendo um
centrdmero onde ocorre a unido condensada dos pares de bastonetes, e extremidades chamadas
de teldmeros. Estas sdo estruturas protetoras, compostas pelas bases TTAGGG repetidas em
sequéncia (MOYZIS et al., 1988) de cadeia dupla e por um complexo proteico especifico, 0
shelterin. No caso dos teldmeros humanos, o seu comprimento pode variar entre 9 e 15 Kb
(CIFUENTES-ROJAS E SHIPPEN, 2012).

O DNA telomérico na maioria dos eucariotos consiste repetidas cadeias curtas e ricas
em guanina (G) na extremidade 3’ da regido telomérica, referida como fita G. A fita
complementar contendo a extremidade 5’ € rica em citosina (C), referida como fita C. A fita G
por sua vez é mais longa que a fita C, devido a saliéncia no final 3> (HUG; LINGNER, 2006).
Essas fitas G se dobram para tras sobre si mesmas ao longo da cadeia dupla de DNA formando
uma “volta”, conhecida como T-Loop (STEWART & WEINBERG, 2006). O T-Loop €
estabilizada pela ligacdo do telémero as proteinas TRF1, TRF2 e Potl (Telomeric repeat
binding factor 1, 2 e Protection of telomeres protein 1 respectivamente). Essas caudas protegem
0 DNA da fusdo e da degradacao, dificultando também a replicagdo cromossdmica, uma vez
que a polimerase, principal enzima da replicacdo do DNA, atua de forma linear (LINGNER et
al., 1995).

Em humanos as proteinas formam o complexo proteico shelterin, que se liga as
sequéncias de DNA telomérico: TRF1, TRF2, RAP1 (Repressor/activator protein 1), TIN2
(TRF1 interacting protein 2), TINT1/PIP1/PTOP1 (TTP1- também designado por POT1-
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interacting protein) e Potl (WANG; ZHAO; LU, 2015) (Figura 2). As proteinas TRF1 e TRF2
interatuam com a cadeia dupla de DNA telomérico, POT1 e TTP1 interatuam com a regido de
cadeia simples, TRF2 liga-se a RAP1, proteinas de ligacdo a segmentos de DNA de cadeia
simples ou dupla interatuam entre si via TIN2 que, por sua vez, interatua com as proteinas
TRF1, TRF2 e TPP1 (MAICHER et al., 2012; ZVEREVA et al., 2010).

Figura 2- Estrutura do complexo teldmero/shelterin.
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Legenda: Representacdo esquematica das proteinas de ligacdo ao
telémero, do complexo shelterin.
Fonte: O’Sullivan; Karlseder, 2010

O teldmero tem funcdes importantes, entre elas: regular a expressdo génica através do
silenciamento transcricional de genes localizados proximos aos telémeros (BAUR JA et al.,
2004) ou afastados dos telémeros (ROBIN JD et al,.2014); proteger o genoma da degradacao
nucleotidica prematura, promovendo a formacéo de estruturas do DNA em forma de lago (T-
Loop) (De LANGE, 2004), da fusdo entre 0s cromossomos e preservar suas informagoes;
proteger contra recombinag&o e reparos desnecessarios; ajudar a garantir a correta segregacao
dos cromossomos durante a mitose (SHAMMAS, 2011; CANUDAS S. et al., 2009).

As repeticdes teloméricas 5’-TTAGGG-3” encurtam em cada divisdo celular, devido a
complicacdes da replicacao das extremidades dos cromossomas. Em cada replicagdo do DNA,

o0 teldmero sofre um encurtamento (figura 3). Isso resulta da impossibilidade da enzima DNA
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polimerase que ndo é capaz de completar o processo de copia (GREIDER CW et al., 1985) e
proceder a replicagdo do DNA nos segmentos terminais da molécula. Esse problema é superado

com a atividade de uma enzima chamada telomerase.

Figura 3 - Localizacdo dos teldmeros e o encurtamento na divisdo celular.
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Fonte: Weekly Global Research, 2016

A telomerase é um complexo que possui em seu interior uma fita de acido ribonucleico
(RNA) que servird de molde para a extensdo do teldmero, e em uma via especifica de
recombinacdo conhecida como alongamento alternativo dos telomeros (REDDEL RR et al.,
2003). Ela é essencial para a manutencdo adequada do comprimento telomérico, pois garante a
replicacdo do DNA telomérico durante a divisdo celular (SHAY E WRIGHT, 2011). Esta é
uma enzima muito ativa no periodo embrionario. Os telémeros sdo fisiologicamente curtos
tanto no espermatozoide quanto no évulo, assim como nos estadgios mais iniciais apoés a
fertilizac&o até a fase de morula e quando chegam a blastocisto ja estdo muito grandes. Presume-
se que neste periodo intermediario ocorra a ativacdo da telomerase (WRIGTH et al., 1996).
Com excecdo das células germinais, células embrionérias e células cancerigenas, a expressao
da telomerase humana é desativada apds o nascimento, tornando inevitavel o encurtamento
telomerico. (BLASCO, 2005; CONG et al., 2002; LEWIS et al., 2016). Portanto essa analise
sugere que o comprimento do telomero pode ser um “relogio biologico” (ALLSOPP et al.,
1992). Além da idade bioldgica, o encurtamento dos telémeros tem sido relacionado a fatores
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ambientais e a comportamento ou estilo de vida (CHERKAS LF et al., 2008). Em um
determinado ponto o seu comprimento atinge um ponto critico e se for continuada leva a

degradacdo cromossémica e a morte celular (SHAMMAS, 2012). (Figura 4)

Figura 4 - Mapa conceitual relacionando comprimento telomérico e morte celular.
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Fonte: Adaptado de (GLEI et al., 2014)

O estresse oxidativo, desencadeado por fatores enddgenos e exdgenos, também pode
desencadear o encurtamento do DNA telomérico. Como os telémeros contém um alto teor de
guanina, o DNA telomérico é extremamente sensivel a danos oxidativos e, de fato, o estresse
oxidativo e a inflamagdo tém sido identificados como os principais determinantes no
encurtamento dos telémeros (HOUBEN JM et al., 2008; ZGLINICKI T et al., 2005).

Recentemente, estudos tem demonstrado que o tamanho telomérico pode ser uma
caracteristica herdada e modificada (BROER et al., 2013). Pesquisas mostram a influéncia de
fatores genéticos na biologia do teldmero, podendo ter uma associacdo entre 0 comprimento
telomeérico e uma variagdo na sequéncia de DNA que afeta somente uma base (adenina (A),
timina (T), citosina (C) ou guanina (G)) (SNPs) no gene codificador da RNA telomerase, da
transcriptase reversa (ATZMON et al., 2009). De acordo com uma meta analise de

comprimento telomérico, com 19713 individuos, foi encontrada uma alta herdabilidade para
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este fenotipo (70%) (BROER et al., 2013). O tamanho telomérico mais curto tem sido
associado a patologias cronicas, incluindo: aterosclerose (BENETOS et al., 2004), infarto do
miocardio (BROUILETTE et al., 2003), Alzheimer (PANOSSIAN et al., 2003), e insuficiéncia
cardiaca (OESEBURG et al., 2010), alem de outras doencas como disqueratose congénita
(CARROLL, 2009), fibrose pulmonar idiopatica (ARMANIQOS, 2012) e sindrome de Hoyeraal-
Hreidarsson (CALADO, 2009).

1.4 RELACAO DA DIETA E O COMPRIMENTO TELOMERICO

O impacto da dieta sobre o tamanho telomérico em estudos é cada vez mais frequente,
visto 0 aumento constante na variedade de alimentos. Achados na literatura descrevem uma
possivel associacdo entre a alimentacdo inadequada com o aumento do estresse oxidativo e
inflamacéo, podendo influenciar na manutencéo dos teldmeros (SHAMMAS, 2011). Um estudo
transversal mostrou que a suplementacdo vitaminica mdltipla pode estar relacionada com
teldmeros mais longos, reforcando ainda mais a hipdtese de que antioxidantes sdo importantes
para a manutencédo de telémeros. (XU Q et al., 2009). Outro estudo mostrou que uma dieta com
alto consumo de antioxidantes especificos e compostos anti-inflamatérios (vitamina E ou C,
polifendis, curcumina, ou acidos graxos 6mega 3) tem sido associada com telébmeros mais
compridos (FARZANEH-FAR et al, 2010; KIECOLT-GLASER et al., 2013;
O'CALLAGHAN et al., 2014; THOMAS et al., 2009; XU et al., 2009).

1.5 QUANTIFICACAO TELOMERICA

Os métodos existentes para mensurar os teldbmeros podem ser tanto experimentais
quanto computacionais (NERSISYAN, 2016). Dentre os métodos experimentais que visam
fornecer informacdes precisas sobre o comprimento das repetices dos teldmeros em diferentes
tipos de células. Fazendo a verificacdo do comprimento médio dos telémeros totais da célula
ou de alguns cromossomos especificos, assim como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
(AUBERT et al., 2012).

1.5.1 Analise de PCR em tempo real

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que possibilita a amplificacdo
de sequéncias especificas de acido desoxirribonucleico (DNA). A PCR foi originalmente
descrita por SAIKI et al.8 (1985) e é utilizada em varios campos da ciéncia até os dias de hoje.

E uma técnica com centenas de métodos descritos, cada um para uma determinada situac&o,
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com alta especificidade e aplicabilidade. Sua principal caracteristica estd na capacidade de
amplificar copias de DNA a com pouca quantidade de amostra (CHEN; CLEJAN, 1993).

A técnica Reacdo em cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR) em tempo real, que sera
utilizada neste trabalho, baseia-se na detec¢do da fluorescéncia que é gerada por uma molécula
reporter (fluoroforo) que ird aumentar @ medida que a reacdo ocorre. Existe o valor de Ct (Ciclo
de deteccdo) que é inversamente proporcional ao nimero de cépias do DNA, portanto quanto
menor a quantidade de material genético na amostra, maior sera 0 niumero de ciclos para atingir
uma fluorescéncia significativa (Thereshol) (MOCELLIN, 2003). A partir do momento em que
0 Thereshol é ultrapassado pode se dizer que o Ct esté relacionado com a quantidade de DNA
amplificado (MORTARINO et al., 2004). A cada ciclo de amplificacdo se acumula produto
fazendo como que seja detectado pela fluorescéncia (ORLANDO et al., 1998; WONG;
MEDRANO, 2005). A fluorescéncia identificada pelo PCR em tempo real é gerada por
marcadores fluorescentes especificos. Dentre os marcadores pode ser destacado 0 SYBER®
Green. Esse marcador é altamente sensivel e se liga a cada nova cépia de DNA dupla-fita,
emitindo fluorescéncia. Ao final dos ciclos térmicos sdo geradas duas curvas, a curva de
dissociacdo e a curva térmica (Temperatura de Melting) (RAMOS-PAYAN et al., 2003).

A técnica de PCR quantitativo faz a utilizacdo de uma enzima, a DNA polimerase, para
sintetizar a nova fita de DNA. No entanto, € necessario um ponto de partida que serdo os
primers, especificos para a regido telomérica, que permitir4 amplificar o nimero de copias da
sequéncia de interesse (amplicons), que é quantificada pelo aparelho (AUBERT et al., 2012).
Os teldmeros consistem em uma regido com uma sequéncia de DNA curta e repetida in tandem,
portanto quanto maior for a sequéncia telomérica analisada, maior sera a disponibilidade de
alvos para o primer anelar e mais amplicons serédo gerados.

Em um gPCR tradicional, para cada reacdo é utilizado um par de primers especifico, e
cada tipo de aomplicon é resultado do sinal lido pelo aparelho. Entretanto a mensuragéo
telomérica necessita de duas reacdes diferentes, com caracteristicas diferentes (nimero de
ciclos, tempo e temperatura) em placas diferentes, aumentando suas chances de erros
(EISENBERG et al., 2015). Cawthon e colaboradores (2009) desenvolveram uma técnica de
quantificacdo de telémeros, que utiliza dois pares de primers na mesma reagdo, um para
telomeros (T) e outro para gene copia simples (S) de referéncia, com duas leituras de sinal em
etapas e temperaturas diferentes que contemplam as duas reacdes. Entdo a razdo T / S ¢
calculada e os valores encontrados sdo comparados entre os grupos para fornecer informacdes,

em termos relativos, do comprimento dos telémeros (CAWTHON, 2002, 2009).
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1.6 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a alimentacdo balanceada estd associada a saude do individuo. Apesar
disso, muitos individuos tém habitos menos saudaveis como dietas hipercaloricas, pouca
ingestdo de frutas e legumes, alta ingesta de bebidas acucaradas e so6dio em grandes
quantidades. Conhece-se hoje alguns mecanismos que ligam as patologias com estas formas de
alimentacdo. A obesidade hoje é considerada um processo inflamatério. Sabe-se que tais
processos agem sobre o tamanho telomérico causando encurtamento do mesmo. O presente
estudo avalia se a obesidade em criancas seguidas em um amplo estudo de coorte (IVAPSA)

apresentou influencia no encurtamento do tamanho telomérico.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1

1.7.2

Objetivo geral
Identificar a influéncia do estado nutricional com a variacdo do tamanho telomérico de

criancas acompanhados pelo estudo de coorte IVAPSA.

Objetivos especificos

Identificar o estado nutricional de uma coorte de criangas na cidade de Porto Alegre.
Realizar extragdo e quantificagdo de DNA de material de mucosa oral e avaliar sua
qualidade.

Realizar amplificacdo do DNA e analise telomérica através de PCR em tempo real.

Estudar relacdo entre estado nutricional e variacdo de tamanho telomérico.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Avaliacdo da Influéncia do Estado Nutricional Em ModificacGes do
Comprimento Telomérico” foi formatado conforme normas para publicagdo junto ao peridédico

Jornal de Pediatria (Anexo A).
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RESUMO

Introducdo: O comprimento telomérico € uma caracteristica confiavel do envelhecimento
biologico, e do risco de desenvolver doencas crbnicas relacionadas a idade através de
mecanismos comuns de inflamacéo e oxidag¢do. Ha grande variabilidade de eventos que levam
ao encurtamento telomérico podendo variar desde uma heranca genética até variaveis de estilo
de vida, como dieta, tabagismo e exercicios fisicos. Esse estudo visa entender a associacao
existente entre a variacdo de tamanho telémeros de recém-nascidos sob condi¢Ges adversas e
seu estado nutricional. Objetivo: avaliar o impacto da obesidade infantil sobre o tamanho
telomérico ao nascer e na infancia. Métodos: O comprimento dos teldmeros foi avaliado por
reacao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Para realizacdo do calculo foi utilizado a
quantidade de DNA telomérico dividido pela quantidade de DNA de controle de cadeia simples
(Razéo T/S), de células da mucosa oral de uma amostra de 30 criancas entre 3-6 anos de vida,
divididos nos seguintes grupos de: obesos (n=3); sobrepeso (n=4); eutréficos (n=23)
Resultados: Nao foi encontrada diferenca estatistica significativa entre o comprimento dos
teldmeros de criangas obesas e eutroficas. Conclusdo: Os achados deste estudo sugerem que no
tempo observado, a presenca de obesidade ndo causou alteracGes no tamanho telomérico. Se tal
caracteristica gerara alteracdes a longo prazo resta a ser esclarecido através do seguimento da

coorte.

Palavras Chave: Comprimento telomérico; obesidade e tamanho telomérico; telémero;

obesidade e telomero, obesidade infantil.
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ABSTRACT

Introduction: Telomeric length is a reliable feature of biological aging, and the risk of
developing age-related chronic diseases through common mechanisms of inflammation and
oxidation. There is a great variability of pathways that lead to telomeric shortening. It is
modifiable and may be either explained as a genetic inheritance, or partly explained by even
lifestyle variables such as diet, smoking and exercise. This study aims to understand the
association between telomere size variation in children and nutritional status. Objective: To
evaluate the impact of childhood obesity on telomeric size, where it was analyzed at birth and
in childhood. Methods: Telomere length was evaluated by quantitative polymerase chain
reaction (qQPCR). The amount of telomeric DNA divided by the amount of single-stranded
control DNA (T / S Ratio) of oral mucosa cells from a sample of 30 children aged 3-6 years
was used for the calculation. groups of: obese (n = 3); overweight (n = 4); Results: No
statistically significant difference was found between telomere length of obese and eutrophic
children. Conclusion: The findings of this study suggest that at the time observed, the presence
of obesity was not enough to cause changes in telomeric size. Whether this feature will generate
long-term changes remains to be clarified by following the cohort.

Keywords: Telomeric length; telomere; child obesity; children's telomere; obesity and telomer;
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INTRODUCAO

Os telomeros exercem fungbes importantes, entre elas: regular a expressdo génica
através do silenciamento transcricional de genes localizados proximos aos telémeros® ou
afastados dos teldomeros®; proteger o genoma da degradacdo nucleotidica prematura,
promovendo a formagdo de estruturas do DNA,® da fusdo entre os cromossomos e preservar
suas informac0es; proteger contra recombinacdo e reparos desnecessarios; ajudar a garantir a
correta segregacdo dos cromossomos durante a mitose.?”"1% Os telomeros encurtam com cada
divisdo celular e, eventualmente, atingem um comprimento critico. Os telébmeros encurtam
substancialmente com o aumento da idade e o comprimento dos telomeros (TL) pode ser um
bioindicador do envelhecimento.?®

Estudos tem associado o tamanho telomérico mais curto a patologias cronicas, incluindo:
aterosclerose®, infarto do miocardio®, Alzheimer?, e insuficiéncia cardiaca®, além de outras
doencas como disqueratose congénital!, fibrose pulmonar idiopatical e sindrome de Hoyeraal-
Hreidarsson.®

A variabilidade interindividual telomérica é ampla, e isso pode ser atribuivel a
herdabilidade e ambiente. A herdabilidade responde por até 70% da variancia em telémeros.”2°
Além dos fatores genéticos, o teldomero também é influenciado pelas condi¢des ambientais. Por
exemplo, o encurtamento dos telomeros tem sido relacionado a fatores ambientais e
comportamento ou estilo de vida.** Como os telémeros contém um alto teor de guanina, o DNA
telomérico é extremamente sensivel a danos oxidativos e, de fato, o estresse oxidativo e a
inflamacdo tém sido identificados como os principais determinantes no encurtamento dos
telomeros.?t32 Qutro fator que vem sendo descrito por diversos estudos é uma possivel
associacdo entre a alimentacdo inadequada com o aumento do estresse oxidativo e inflamagéo,
podendo influenciar na manutenco dos teldmeros.?’

O impacto da dieta sobre o tamanho telomérico em estudos é cada vez mais frequente,
visto 0 aumento constante na variedade de alimentos. Achados na literatura descrevem uma
possivel associacdo entre a alimentacdo inadequada com o aumento do estresse oxidativo e
inflamac&o, podendo influenciar na manutencdo dos teldmeros.?” Por exemplo, uma dieta
hipercalorica pode estar associada com um aumento da producdo de espécies reativas,
induzindo entdo o estresse oxidativo e nitrosativo. A obesidade pode reduzir a capacidade
antioxidante e aumentar a lipoperoxidagao miocardica.?® Portanto, o estresse oxidativo pode ser
significativo nas alteragdes metabdlicas resultantes da obesidade.?®® Esses dados ddo ainda
mais preocupantes quando pensamos em criancas. Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude,

a obesidade infantil tem aumentado significativamente na maioria dos paises. A obesidade
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ocorre com maior frequéncia no primeiro ano de vida, entre 5 e 6 anos e na adolescéncia.'® As
definicBes de sobrepeso e obesidade em criangas sdo complicadas, pois a altura ainda esta
aumentando e a composi¢do corporal muda com o tempo.'® Diversos pardmetros sio
mensurados para levar a um diagndstico de sobrepeso ou obesidade em criangas, sendo utilizado
curvas e valores tabelados expressos em escore z e percentis, medidas antropométricas bésicas
comparadas das seguintes formas: peso/idade, altura/idade, IMC/idade, separando por faixa

etaria (0-5 anos, 5-19 anos) e separando cada curva por sexo.

OBJETIVOS
O objetivo do estudo é avaliar a existéncia da possivel associacdo entre a obesidade

infantil e o comprimento telomérico em idade de 3-6 anos.

MATERIAIS E METODOS
Universo e Amostragem

Critérios de Inclusdo: puérperas que tiveram seu parto no Grupo Hospitalar
Conceicao/Hospital Fémina (GHC) e no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que
residam na cidade de Porto Alegre, RS, que ndo apresentarem hipertensdo e diabetes na
gestacdo, assim como, que ndo sejam tabagistas. Critérios de exclusdo: Sao excluidas da
amostra as puérperas com teste positivo para HIV. Do mesmo modo serdo excluidas do estudo
as criancas que manifestarem ou possuirem doencas congénitas diagnosticadas ao nascimento,
gemelares, que apresentam peso inferior a 25009 e todas aquelas que necessitarem de internacédo
hospitalar. Dentro desse grupo de puérperas foi feito uma subdivisdo para as criangas, onde
criangas controle foram selecionadas como tendo escore Z menor que +2 e maior que -2 para
sexo e idade.

A amostra foi constituida de 400 amostras, provenientes de gestantes coletadas do projeto
original IVAPSA (registrado no HCPA n° 11-0097) no periodo de 2011 a 2015, o qual contou
com um tamanho da amostral final de 400 pares mae-crianca. Houve algumas perdas durante o
estudo, como a recusa em continuar no estudo, além de perdas de contato dos participantes por
troca de telefone ou endereco. Acontecimentos ndo esperados com as amostras de DNA, que
tiveram baixa qualidade na extracdo e ndo puderam ser recoletadas, deixaram alguns pares
incompletos, onde s6 havia amostra de DNA de um dos individuos disponiveis. Resultando
assim, na excluséo de 161 casos. O tamanho amostral final foi de 239 pares de amostras para

andlise de telémeros, sendo que para este trabalho foram consideradas somente as criangas de
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mées controle e dentro deste grupo foram selecionadas 24 criangas controle e 6 criangas com

obesidade/sobrepeso para 0s grupos em estudo.

Fluxograma 1 - Tamanho amostral

7~ N\
400 amostras
N 100 amostras
7~ N\
161 perdas
N
7~ N\
239 viaveis 24 controles 6 para estudo
N
7~ N\ 7~ N\
23 controles 7 para estudo
NS NS
Logistica

Puérperas usuarias da maternidade do conjunto do Grupo Hospitalar Conceicdo /
Hospital Fémina (GHC) e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre - RS (HCPA) convidadas a
participar do estudo, juntamente com seu(ua) filho(a).

Entrevista poOs-nascimento: os pesquisadores foram até os locais previamente
estabelecidos, Grupo Hospitalar Concei¢do / Hospital Fémina (GHC) e do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre - RS (HCPA), com o objetivo de verificar nascimentos ocorridos e as
caracteristicas para a exclusdo ou incluséo, tanto das puérperas como das criangas, por meio de
analise de arquivos medicos. Neste momento o pesquisador explica 0s objetivos do projeto para
a puérpera (e possiveis acompanhantes) e convida para participar do estudo juntamente com
seu filho. Havendo interesse o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) (Apéndice A)
¢ apresentado, possiveis davidas sdo esclarecidas, se de acordo, a puérpera assina 0 TCLE. Séo
coletados dados dos arquivos médicos das mdes e para as criangas: comprimento, peso ao
nascer, e para as maes: tanto do peso atual, quanto do ganho de peso na gestacéo (Apéndice B).

Ao final, um nimero de identificacdo especifico é gerado para cada par de mae-crianga,

correspondente aos questionarios e aos exames realizados, para desta forma manter o anonimato
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tanto da mée quanto da crian¢a. Na sequéncia, amostras de saliva da mée e da crianga foram
coletadas com swab estéril para extracdo de DNA genémico.

Instrumentos e medidas

DNA e genotipagem: o DNA foi extraido da mée e do bebé com o auxilio de swabs
estéreis na primeira entrevista pos-parto usando o DNA Bucal Swabs ® da Isohelix (SK-2,
Isohelix, United Kingdon). As mées foram orientadas a enxaguar a boca com 100ml de agua
destilada, a coleta é feita raspando as células da mucosa oral e juntamente com a saliva. Em
seguida o swabs é armazenado dentro de um eppendorf de 2ml e cortado o restante da haste. As
amostras sdo devidamente transportadas sob refrigeracdo até a unidade de armazenamento no
Laboratorio de Pediatria Translacional / NESCA, localizado no Centro de Pesquisa
Experimental — HCPA e foram guardadas em um local com refrigeracdo a -20°C até sua
utilizagéo, entre 2 a 30 dias antes da extragéo.

Extracdo de DNA: a primeira etapa para a extracdo de DNA ¢ a coleta de amostra
bioldgica, que foi feito através da extracdo da mucosa oral e saliva das participantes. Para isto
é necessario isolar o DNA dos demais componentes da célula, como proteinas, carboidratos e
lipidios.

Para a extracdo de DNA foi seguido um protocolo previamente estabelecido e
consolidado.®> O processo inicial é de lise celular, através da acdo de um detergente, neste
protocolo é usado o TES (10 mM Tris HCI, pH 7,6, 1 mM EDTA, 0,6% SDS), entdo, 200 pul de
TES e 5 pl de proteinase K (10 mg / mL) sdo adicionados aos tubos contendo o swab e
incubados overnight a 42°C. No dia seguinte retira-se do da incubacdo e em seguida, com o
auxilio de uma pinca inverte-se o swab de forma que ele figue com a haste de algodao para
cima, coloca-se na minicentrifuga e da um spin de 8 a 10 segundos. Em seguida, é adicionado
NaCl para potencializar a precipitacdo da amostra, remove-se 0 swab e é adicionado 42 mL de
NaCl saturado (6M). Apds ocorre a separacdo dos acidos nucléicos dos demais constituintes
celulares, por meio de centrifugacdo, por 5 minuto a 14.000 rpm, o sobrenadante transferido
para um novo tubo e o pelet é descartado. Junto ao novo tubo com o sobrenadante é adicionado
etanol absoluto para precipitar o DNA, o volume de etanol absoluto é 500uL em cada ependorf.
Os tubos séo agitados em vortex e centrifugados por 2 minuto a 14.000 rpm. O etanol puro é
descartado e sera adicionado 1 ml de etanol a 70% e agitado em vortex. Em seguida, os tubos
sdo novamente centrifugados por 2 minuto a 14.000 rpm e o sobrenadante é descartado. O
enxague com etanol a 70% e a centrifugagdo s&o repetidos e, apos descartado o sobrenadante,

0s tubos abertos sdo colocados na estufa a 30°C por 20 minutos para evaporar o etanol residual.
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O DNA ¢ dissolvido em 60ul de TE 10: 0,1 (10mM de Tris HCI, 0,1mM de EDTA) e para a
sua quantificacdo foi utilizado um aparelho NanoDrop. O material foi armazenado a — 20°C até
sua andlise no Laboratorio de Pediatria Translacional / NESCA, localizado no Centro de
Pesquisa Experimental — HCPA.

Anélise por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (PCR) em tempo real: As
reagOes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o equipamento PCR em tempo real
7500 da Applied Biosystems. Foi adotado o protocolo de Cawthon 2002 com modificacdes de
Barbé-Tuana (2016), o qual ja estd implementado e € utilizado ha algum tempo no
Departamento de Bioquimica da Faculdade de Farmécia da UFRGS.*°

Foram preparadas duas misturas principais de reagentes de PCR, uma com o par
iniciador T (telébmero) e outra com o par iniciador S (gene36B4). A reacdo de PCR em tempo
real para os teléomeros contém: 2 uL. de SYBR Green (I nucleic acid gel stain — Invitrogen,
EUA. Estoque 10.000X — diluido em DMSO para 100x; posteriormente diluido em agua para
1x para uso); 2 uL. de Tampao 10x PCR MgCI2 (Invitrogen, EUA); 0,8 uL de MgCl2 50mM
(Invitrogen, EUA); 0,04 uL de dNTP 100 mM (Invitrogen, EUA); 0,1 uL de Primer F 50 puM;
0,2 pL de Primer R 50 uM (Invitrogen, EUA); 0,08 pL de Taq Platinum (Invitrogen, EUA) e
12,28ulL de agua estéril autoclavada. As reagoes, tanto para os teldmeros quanto para o 36B4
continham 25ng de DNA extraido (2,5 uLL de DNA na concentragdo 10 ng/ uL). O volume final
da reacéo foi de 40uL.

Na reacdo para o gene 36B4 a quantidade de primer F ¢ de 0,12 pL por amostra, e o
volume final de agua estéril por amostra é de 12,26 pL. Tanto para o gene dos teldmeros quanto
do 36B4 os primers, Foward e Reverse possuiam concentracao de 50 uM para uso.

Sequéncia de primers para andlise de telémeros:
Foward (5°>3"): GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT
Reverse (3'> 5'): TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA

Sequéncia de primers para analise de 36B4:
Foward (5'>3"): CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC
Reverse (3'>5"): CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA
O gene 36B4 foi utilizado como controle enddgeno para estabelecer o niUmero de copias
do genoma por amostra, ele € um gene autossémico de copia simples.t®
Foi utilizado para a reacdo dos teldmeros o seguinte perfil térmico: Estagio 1:10 min a

95°C; Estagio 2:20 ciclos a 95°C por 15 segundos, e 54°C por 2 minutos, seguido da curva de
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dissociacdo. Para a amplificacdo do gene 36B4 foi utilizado o seguinte perfil: Estagio 1:10 min
a 95°C; Estégio 2:30 ciclos a 95°C por 15 segundos, e 60°C por 1 minuto, seguido da curva de
dissociacdo. O protocolo, incluindo os primers utilizados, foi baseado no trabalho de Cawthon

e col. (2002), padronizado por Grun em 2015.

Processamento de dados, analises estatisticas

O presente estudo ird comparar taxa de amplificacdo dos fragmentos de PCR do
telébmero e do gene copia simples, obtida pelo céalculo [2CT(telomeros)2CTGBHTL " denominado
razdo T/S.}2 A variagdo da razdo T/S é indicativa se ha encurtamento do comprimento dos

teldbmeros.

Anélises estatistica
Os dados foram inseridos em banco através do programa SPSS versdo 20.0. Como 0s
valores relativos do comprimento telomérico possuem distribuicdo assimétrica, foi necessario
fazer a transformacdo em logaritmo para os valores ficarem normais, foi utilizado o teste de
Shapiro-Wilk. Os testes foram feitos com logaritmo, e ao final convertidos para média
geométrica e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizada ANOVA para comparacdo das
médias dos teldbmeros entre 0s grupos. Foi adotado o teste t para amostras independentes e foram
feitas correlacBes de Pearson e Spearman a fim de verificar a associacdo entre varidveis da
crianca e 0 comprimento telomérico.
Analise: Foram analisados os tamanhos dos telémeros de criancas controle e

obesas/sobrepeso em relagdo ao grupo pertencente separando por sexo.

RESULTADOS

Os resultados contaram com amostras de 30 criangas, separadas por grupos:
Obesos/Sobrepeso (n=6) e Controle (n=24).

As amostras analisadas ndo apresentaram diferenga estatistica significativa (p> 0.05).

Os teldmeros sdo uma varidvel assimétrica, portanto eles ndo possuem uma distribuigéo
normal dentro da populagdo. Portanto, foram convertidos os valores em logaritmo, para
possibilitar a analise de variancia e testes posteriores. Ao reconverter uma analise com
logaritmo, observa-se a média geomeétrica e o intervalo de confianga (IC) para o sexo feminino
e masculino onde, a média geométrica foi de 1,02 e 1,07 respectivamente e o IC de 95% para

ambos (Figura 1).



Figura 1 Analise independente da mediana geométrica.
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Comprimento telomérico (razdo T/S) para o sexo feminino (A) e para o0 masculino (B) nos diferentes grupos.

A andlise mostrou que ndo houve diferenca significativa entre o comprimento

telomérico dos grupos das criangcas com obesidade e eutréficas. A mediana da relacdo

telomérica das criancas ndo variou entre os grupos (Figura 2).

Figura 2 Teste estatistico de Kruskal-Wallis
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e no sexo masculino (B). Os gréaficos da caixa indicam 0 maximo e o0 minimo, os quartis inferior e superior e o valor médio da

razdo logaritmica T / S em cada grupo.
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DISCUSSAO

Diversos estudos relacionam o tamanho telomérico infantil & obesidade, estresse
oxidativo e inflamacdo. Apesar disso, poucos dados sdo encontrados na literatura sobre essa
relacdo de tamanho dos teldomeros na infancia e a obesidade no Brasil, a maioria dos estudos
foram aplicados a uma populacdo com habitos alimentares diferentes dos da populagéo
brasileira. Nosso estudo buscou ver a associagdo entre estas variaveis, uma vez que elas podem
variar conforme a grupo populacional, a proposta do estudo foi investigar a associacdo entre o
comprimento dos telémeros em criangas com obesidade e um grupo controle.

O comprimento telomérico possui distribuicdo heterogénea na populagéo, inclusive nas
criancas deste estudo. Conforme acontecem alteracOes estruturais e funcionais nos telémeros
ocorre perda de nucleotideos a cada replicacdo celular, o que é um processo fisiologico.
Entretanto, ao atingir um determinado comprimento critico, isso induzira sinais de resposta ao
dano no DNA, levando a célula a sair do seu ciclo celular e iniciando a cascata de senescéncia
celular. Assim, a obesidade leva a um processo inflamatdrio, que aumenta a producdo de
adipocinas levando a uma inflamacéo sistémica, essa inflamacéo é prejudicial aos telémeros,
podendo ento levar ao seu encurtamento.?*

Examinamos o comprimento dos teldbmeros em criangas obesas e eutrdficas saudaveis,
e curiosamente os comprimentos de teldmeros em criangas obesas ndo diferiam das criangas
eutrdficas. Parece estar aumentado esse marcador de senescéncia celular em pessoas obesas
tendo um grande impacto na sua satde. Embora a obesidade possa estar correlacionada com a
senescéncia celular, pode demorar um tempo maior para levar uma consequéncia no tamanho
do telémero, pois ndo apareceu no inicio da infancia quando individuos obesos mais jovens
foram comparados com os eutréficos.! Com o atual cenario onde vivemos, que criangas com
sobrepeso ou obesidade sdo cada vez mais frequente esses dados sdo de extremo interesse.

E possivel que a disparidade entre descobertas e as de trabalhos anteriores se deva a
diferencas genéticas ou ndo genéticas indeterminadas que existem entre as populacGes
examinadas. Sabe-se que o parte do telémero é passado para a proxima geracdo através dos
gametas, tem outra pare que pode ser influenciada pelo ambiente: habitos e situacdes externas
as quais o individuo é exposto ao longo da vida, e por Gltimo a parte que € herdada da
telomerase e sua boa funcionalidade para a manutencio dos telomeros.3%1’

A principal limitagdo deste estudo é o tamanho da amostra relativamente pequeno, a
possibilidade de que os resultados encontrados nessa populacdo de criangas estudadas podem,
devido a falta de poder estatistico do estudo, ter uma verdadeira diferenga entre as médias na

populacgéo infantil obesa. Um estudo apoiado por maior poder estatistico pode demonstrar um
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cenario pior para criangas obesas que, como adultos obesos, poderiam ter telémeros mais curtos

e, por sua vez, senescéncia celular prematura.

CONCLUSAO

Neste estudo, ndo observamos associagdo em nenhuma das coortes entre o escore Z do
IMC e o comprimento telomérico em criangas com obesidade comparadas ao grupo controle,
subdivididas por sexo. Pouco se sabe sobre as influéncias que os telémeros do individuo podem
sofrer durante a infancia, a literatura traz poucos trabalhos e ainda é controversa em relacdo ao
impacto que a obesidade pode exercer sobre o teldmero da crianca. Ainda s&o necessarios
muitos estudos para verificar outras fontes de heterogeneidade como: (1) classificacdo da
obesidade, (2) faixa etéaria (criancas vs. adultos), (3) tipo de tecido (leucdcitos vs. tecido
adiposo), (4) pais de origem, (5) separacdo por sexo. Portanto estudos mais controlados

adicionais sdo necessarios para investigar estas importantes questdes.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados apresentados neste trabalho de conclusdo de curso, ndo apresentaram diferenca
significativa entre o comprimento telomérico dos grupos, criangcas com obesidade e eutroficas.
A mediana da relagdo telomérica das criangas ndo variou entre 0s grupos, sugerindo que séo
necessarios estudos populacionais adicionais em coortes jovens para identificar os tracos
relacionados a obesidade que expliquem se realmente existe uma relacdo entre o tamanho
telomérico de criancas obesas comparado com criangas eutroficas, e adicionalmente, para
investigar até que ponto essa diferenca no comprimento dos teldmeros se estende até a idade
adulta. O fato de as criangas obesas terem uma idade bioldgica aparente significativamente
maior que a idade cronoldgica destaca a importancia da intervencdo e também o apoio a esses
individuos na primeira oportunidade de minimizar o risco de doencas futuras. Diversos estudos
demonstram significancia estatistica fraca e heterogeneidade importante. Estudos longitudinais
controlados adicionais sdo necessarios para investigar esta importante questéo.

Embora os telémeros parecam responder a ambientes adversos durante a infancia,
pesquisas biologicas mais basicas precisam ser feitas antes que possamos tirar conclusdes

firmes sobre as relacGes causais entre obesidade e tamanho telomérico em criangas.
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APENDICES

Apéndice A - Termo De Consentimento Livre E Esclarecido

Seu  filhofa)  recém-nascido ¢ voed
estlo sendo convidados(as) o participar da
pesquisa intitulada “Impacto das Variagdes do Ambiente Perinatal sobre a Sadde do Recém-Nascido
nos Primeiros Seis Meses de Vida™ que tem como objetivo principal compreender os efeitos a longo
prazo de diferentes eventos ocorridos durante a gestaglo sobre o crescimento, o comportamento, 0
metabolismo ¢ o newrodesenvolvimento infantil, assim como a identificagio precoce de
vulnerabilidade para efeitos deletérios destas variaghes. O tema escolhido justifica-se pelo nimero
de estudos que tém demonstrado que problemas de satde ocorridos durante a gestagio podem
influenciar na salide do individuo,

Para alcangar os objetivos serd realizada entrevista no pos-parto do alojamento conjunto ¢
marcaremos 6 encontros com vocé ¢ seu(a) filho(a), nos quais serdo realizadas algumas medidas
COmO peso, estatura, circunferéncia da cintura ¢ medida das dobras cutineas sua ¢ do seu bebé, além
da coleta de saliva, Serdo realizados, também, questiondnios referentes & condigho de satde ¢
nutrigio, como: hibito alimentar, historico de doengas, condigdes de moradia, depressiio pos-parto,
estresse, cuidado materno, entre outros, Todas as medidas citadas nllo oferecem riscos previsiveis,
Os dados de identificagdo serio confidenciais ¢ os nomes reservados. Caso optar por ndo participar,
vocé ¢ seu filho(a) ndo serdo prejudicados ¢, se for identificado algum problema, a partir destas
medidas, sendo de seu interesse, encaminharemos para tratamento em um servigo publico de saide.
Os dados obtidos serlo wtilizados somente para este estudo, sendo os mesmos armazenados durante
5 (cinco) anos ¢ apos totalmente destruidos (conforme preconiza a Resolugio 196/96).

Eu, fui informada:

« da garantia de receber resposta 4 qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos procedimentos,
riscos, beneficios ¢ outros assuntos relacionados com a pesquisa;

- de que a minha participagio ¢ 4 do meu ¢ voluntiria e terei a liberdade de retirar meu consentimento,
# qualquer momento, sem que isto traga prejuizo para @ minha vida pessoal ¢ nem para o atendimento
prestado ao meu fitho (a);

- da seguranga de que eu ¢ meu (a) filho (a) ndo seremos identificados quando da divulgagio dos
resultados ¢ as informagdes serdo utilizadas somente para lins cientificos do presente projeto de
pesquisa;

« de que se existirem gastos adiclonais, estes serlio absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

- sobre o projeto de pesquisa ¢ a forma como serd conduzido ¢ que em caso de divida ou novas
perguntas poderei entrar em contato com qualquer integrante do NESCA ~ Nicleo de Estudos da
Crianga ¢ do Adolescente pelo telefone (1) 3359 8515 ou no proprio local na Rua Ramiro Barcellos
2350, 11° andar, sala 1132,

- também que, s¢ houverem duvidas quanto a questdes éticas, poderet entrar em contato com Daniel
Demétrio Faustino da Silva, Coordenador-geral do Comité de Ftica em Pesquisa do GHC pelo
telefone 3357-2407, enderego Av. Francisco Trein $96, 3° andar, Bloco H, sala 11

Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, ficando outra via com

o pesquisador,

Nome da mde ou responsivel Assinatura
Data __ /  201_

Marcelo Zubaran Goldani

Nome do pesquisador responsavel Assinatury

Data /7201
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Apéndice B — Instrumento de coleta de dados

POS-PARTO Identificacdo:

Prontuario méie:
“IVAPSA™ Prontuario crianca:
Nome do Hospttal NUHOSPITAL
Data da entrevista 7 7 GOE__/__1

a ENTREV

"A1) Nome da mae.

Endereco:

Referéncia /| Como chegar

Tém plancs para se mudar? Se sim, Informacdes do NOVO enderego

Telotone fxo. ()

Outros telefones para contato ()

Unidade de Sadde (Pré-natal)

| Linha de onbus:

E-mall

( 5 ) Controle

(1) Diabetes gzgm—_ﬁ i”% iclncwaguoo

A2) Qual ¢ sua data de nascimento? ! !

AJ) Cor ou raca da mae?
Declarada (V)branca (2)preta (3) amarsia (4) parda (5) ingigena
Observada (1)branca (2)preta (3) amarela (4) parda (5) indigena

Ad) Cor ou raca do pal?
Deciarada (1) branca (2) preta (3) amarela (4) parda (5) ndigena
Observada (1) branca (2) preta (3) amarela (4) parda (5) indigena (B) NSA (8) IGN

AS) Qual ¢ a idade do pal da crianga? anos completos (777) Nio sabe

AS) Quantas PesSOas MOrAM Na SuA casa, Incluindo a mie ¢ crianca?

A7) Dessas, quantas pessoas sao adultas?

Af) Quantos iIrmaos voce tem ou teve?

A9) Qual a sua situagao conjugal atual?
(1) Casada ou mora com companheiro (3) Vidva
(2) Soltewra, sem companheiro ou separada (4) Divorciada

AT0] Gual a idade de sua menarca (primeira menstruacho)? ancs

A11) Vocé j& engravidou antes? SE NAO PULE PARA QUESTAD A8,
(O)N3oc (1) Sim

B r dhIELIEL,
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ANEXOS

ANEXO A — Normas De Publicacdo Da Revista Brasileira De Pediatria
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vcﬁ - Publicagdo Oficial da Seciedade Brasileira de Pediatria

I GUIA PARA AUTORES
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Descrigcao

Fator de Impacto
Fontes de Indexacdo
Comité Editorial
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ISSN: 1578-4782

DESCRICAO

Publicacio bimensal da Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP), em circulacdo desde 1934, O Jomnal de
Pediatria publica artigos originais e artigos de revisdo, abrangendo as diversas dreas da pediatria.
Através da publicacio e divulgacic de relevantes contribuigies clentificas da comunidade
medico-cientifica nacional & internacional da drea de pediatria, o Jomal de Pediatria busca elevar
o padrdo da pritica pedidtrica & do atendimento médico especializado em criancas & adolescentes,

FATOR DE IMPACTO
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FONTES DE INDEXAGAO
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Conselho Editorial Executive
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Tipos de Artigo

0 Jornal de Pediatria aceita submissies de artigos originais, artigos de revisfo e cartas ao editor.

Artigos originais incluem relatos de estudos controlados e randomizados, estudos de triagem e diagndstico
e oulros estudos descriives e de intervenclo, bem como registros sobre pesquisas basicas realizadas
com animals de laboratdrio (ver secio Resultados dos ensaios clinicos mals adlante). Os manuscritos
nesta categoria ndo devem exceder 3.000 palavras (excluindo pagina de rosto, referéncias e anexos), 30
referéncias & quatro tabelas e figuras. Acesse http://www.equator-network.org/ para informagbes sobre
as diretrizes a serem seguidas na pesguisa em salide para esse tipo de artigo.

Artigos de revisfo incluem meta-analises, avaliaches sisterndticas e criticas da literatura sobre temas
de relevincia clinica, com &nfase em aspectos como causa e prevencio de doencas, diagnéstico,
tratamento e progndstico. Os artigos de revisio ndo devem exceder 6.000 palavras (excluindo pagina
de rasto, referéncias e anexos) e devern citar no minimo 30 referéncias atualizadas. Normalmente, pro-
fisslonals de reconhecida experiéncla s8o convidados a escrever artlgos de revisdo. As metandlises estdo
incluidas nesta categoria. O Jornal de Pediatria também considera artigos de revisio ndo solicitados.
Entre em contato pelo e-mail assessoria@ped.com.br para submeter um esbogo ow roteiro a0 Conselho
Editorial antes de submeter o manuscrito completo. Acesse http://www.equator-network.org/ para
informaches sobre as diretrizes a serem seguidas na pesquisa em salde para esse tipo de artigo.

Cartas a0 editor costumam expressar uma opinido, discutir ou criticar artiges publicadoes anteriormente
no Jornal de Pediatria. As cartas ndo devem exceder 1.000 palavras e seis referéncias. Sempre gue
possivel, uma resposta dos autores do artigo ao qual a carta se refers serd publicada junto com a carta.

Editoriais & comentarios, gue normalmente fazem referéncia a artigos seleciocnados, s&o solicitados a
especialistas na drea. O Conselho Editorial pode considerar a publicacio de comentdrios ndo solicitados,
desde gue os autores apresentem um eshogo ao Conselho Editorial antes de submeter o manuscrito.

Idioma

Os trabalhos podem ser enviados em portugués ou inglés. Os artigos sdo publicados em inglés na
versao impressa, & em inglés e portugués no website (html & pdf). E utilizada a ortografia americana.
Portanto, os autores s8o aconselhados a usar o idioma com o qual eles se sentirem mals & vontade
e acreditaremn gue se comunicardac com mais clareza. 5e determinado artige tiver sido escrito
originalmente em portugués os autores ndo devem enviar uma versdo em inglés, a menos que seja
uma tradugdo de qualidade profissional.

Check-list para submissao

Vocé pode usar esta lista para fazer um check-list final do seu artigo antes de envid-lo para avaliagio
pela revista. Por favor, verifigue a secdo relevante neste Guia para Autores para obter mais detalhes.
Certifigue-se de gue os seguintes itens estdo presentes:

U autor fol designado como o autor para correspond@ncla, Incluindo-se seus detalhes de contato:
e-mail e endereco postal completo.

Todos o5 arquives necessarios foram entregues:

Manuscrito

Incluir palavras-chave

Todas as figuras (incluir legendas relevantes)

Todas as tabelas (incluindo tiulos, descrigdo, notas de rodapé)

Certifigue-se de gue todas citagbes de figuras e tabelas no texto correspondem aos amguivos enviados
Arquivos suplementares (quando necessario)

Consideragies adicionais

A gramdtica e ortografia foram verificadas

Todas as referénclas menclonadas na secdo Referénclas so citadas no texto, e vice-versa

Foi ubtldalpermlss&u para uso de material protegido por direitos autorais de outras fontes (incluindo
a Intermet

Foram feitas declaracBes de conflitos de interesse relevantes

As politicas da revista detalhadas neste guia foram revisadas.

Para mais informacbes, visite o nosso Centro de suporte.
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ANTES DE COMECAR

Etica na publicacao )
Por favor veja nossas paginas informativas sobre Etica na publicacdo e Diretrizes éticas para publicacdo
em revistas clentificas.

Declaracdo de conflito de interesse

Todos os autores devem divulgar guaisguer relactes financeiras e pessoais com outras pessoas
ou organizagies que possam Influenciar de forma Inadequada (viés) seu trabalho. Exemplos de
potenciais conflitos de interesse incluem empregos, consultorias, propriedade de agBes, honorarios,
testemunhos de peritos remunerados, pedidos de patentes/inscricBes e subsidios ou outros tipos de
financiamento. Caso ndo haja conflitos de interesse, por favor, registre isso: "Conflitos de interesse:
nenhum”. Mais Informacies.

Declaracao de envio e verificacao

A submissdo de um manuscrito implica que o trabalho descrite ndo fol publicado anterlormente
(exceto sob a forma de resumo ou como parte de uma palestra ou tese académica publicada, ou
como pré-impressio eletrdnica, consulte a seclo "PublicacSo maltipla, redundante ou concorrente”
de nossa politica de ética para mais informagBes), que ndo estd sendo avaliado para publicagio em
outro lugar, que sua publicago fol aprovada por todos os autores e tacita ou explicitamente pelas
autoridades responsaveis onde o trabalho foi realizado e que, se aceito, ndo sera publicado em
outro lugar na mesma forma, em inglés ou em qualquer outro idioma, Incusive eletronicamente,
sem o consentimento por escrito do detentor dos direitos autorais. Para verificar a originalidade do
manuscrito, ele pode ser verificado pelo servico de detecgdo de originalidade CrossCheck.

Uso de linguagem inciusiva

A linguagem inclusiva & um reconhecimento & diversidade, um ato de respeito a todas as pessoas,
& sensivel 4s diferencas e promove oportunidades equalitdrias. Os artigos ndo devem fazer qualguer
suposicio sobre as crencas e posiclonamentos de gualquer leltor, de maneira gue ndo devem conter
nada gue possa sugerir gue um individuo seja superior a outro no gue concerne a raca, género, cultura,
ou qualguer outra caracteristica. A linguagem inclusiva deve ser usada ao longo de todo o artigo.
s autores devem assegurar gue o texto seja livre de vieses, usando, por exemplo, "ele(a)”, "dele(a)”
em vez de "ele” ou "dele” e optando por ttulos ou cargos ndo estereotipados (como "chairperson”
em vez de “chairman”).

Colaboradores

Cada autor é obrigado a declarar sua contribuicdo individual para o artigo: todos os autores devem
ter participado substancialmente da pesguisa e/ou da preparagdo do artigo, de modo gue o papel de
cada um dos autores deve ser descrito. A afirmagao de que todos o5 autores aprovaram a versao final
do manuscrito deve ser verdadeira e incluida na Cover Letter aos editores.

Autoria

Todos os autores devem ter contribuido de forma substancial em todes os seguintes aspectos:
(1) concepcdo e delineamento do estudo, ou aquisicdo de dados, ou andlise e interpretacdo de
dados, (2) escrita do artigo ou revisio critica do conteldo intelectual relevante, (3) aprovacdo final
da versdo a ser submetida.

Mudancas na autoria

Espera-se que o5 autores avaliem cuidadosamente a lista e a ordem dos autores antes de submeter
seu manuscrito e gue fornecam a lista definitiva de autores no momento da submissdo. Qualguer
adicdo, remocao ou rearranjo de nomes de autores na lista de autoria deve ser feita somente antes
da aceitacdo do manuscrito & somente se aprovado pelo editor da revista. Fara solicitar tal alteracdo,
0 editor deve receber do autor para correspondéncia o seguinte: (a) o motive da mudanca na lista de
autores & (b) confirmacao por escrito (e-mall, carta) de todos os autores concordando com a adigdo,
remocao ou rearranjo. No caso de adicdo ou remocdo de autores, isso inclui a confirmacdo do autor
adicionado ou removido.

Somente em drounstinclas excepclonals, o editor aceltarda a adiglo, supressdo ou rearranjo de
autores apds o manuscrito ter sido aceito. Enguanto o editor estiver avaliando o pedido, a publicacdo
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do manuscrito permanecerd suspensa. Se o manuscrito ja tiver sido publicado on-line, gualguer
solicitagio aprovada pelo editor resultard em uma retificaco.

Resultados dos ensaios cinicos

Um ensaio clinice & definide como qualguer estudo de pesquisa que designe prespectivamente
participantes humanos ou grupos de seres humanos a uma ou mais intervencies relacionadas
a salde, para avallar os efeitos dos desfechos de salde. As Intervengbes relacionadas a salde
incluem gqualguer intervencdo realizada para modificar um desfecho biomédico ou relacionado a
salde (porexemplo, fArmacoes, procedimentos crirglcos, dispositives, tratamentos compaortamentals,
intervengies alimentares @ mudancas nos procedimentos de cuidades). Os desfechos de salde
incluem guaisguer medidas biomeédicas ou relacionadas a salde obtidas em pacientes ou participantes,
incluindo medidas farmacocinéticas e eventos adversos.

De acordo com a posicdo do Intemational Committes of Medical Journal Editors (ICMIE), a revista
naoc aceitard os resultados publicados no mesmo registro de ensaios cinicos no gual o registro
primdrio seja uma publicacio anterior se os resultados publicados forem apresentados sob a forma
de um breve resumo ou tabela estruturados (menos de 500 palavras). No entanto, a divulgacdo de
resultados em gutras circunstancias (por exemplo, reunibes de investidores) é desencorajada e pode
impedir a aceitagdo do manuscrito. Os autores devem divualgar em suwa totalidade as publicacbes em
registros de resultados do mesmo trabalho ou relacionados a ele.

Relatos de ensaios dinicos

Ensalos controlados randomizados devem ser apresentados de acordo com as diretrizes CONSORT.
Ma submissao do manuscrito, os autores devem fornecer a lista de verificacao CONSORT acompanhada
de um fl uxograma que mostre o progresso dos pacientes ao longo do ensaio, incluindo recrutamento,
inscricdo, randomizacdo, remocdo e conclusdo, & uma descricdo detalhada do procedimento de
randomizacdo. A lista de verificacio CONSORT e o modelo do fluxograma estdo disponiveis no
seguinte link: http://www.consort-statement.org/. Acesse http://www.equator-network.org/ para
informactes sobre as diretrizes a serem seguidas na pesquisa em salde para esse tipo de artigo.

Registro de ensaios dinicos

A Incluso em um registro pdblico de ensalos clinlcos & uma condic8o para a publicacBo de ensalos
clinicos nesta revista, de acordo com as recomendacies do International Committee of Medical Journal
Editors. Os ensaios devem ser registrados no inicio ou antes da inclusdo dos pacientes. O namero de
registro do ensaio clinico deve ser incluido no fim do resumo do artigo. Estudos puramente observa-
clonals (agueles em que a deslgnacdo da intervengdo médica ndo estd a critéro do Investigador) ndo
exigirdo registro.

Dirartos autorais

Apds a aceitacdo de um artigo, os autores devem assinar o Joumal Publishing Agreement (Acordo de
Publicacdo de Artigo) (ver mais informacdes sobre esse item) de forma a atribuir & Sociedade Brasileira
de Pediatria (SBP) os direitos autorais do manuscrito e de guaisguer tabelas, ilustragdes ou outro material
submetido para publicagio como parte do manuscrito (o "Artige™) em todas as formas e midias (jd
conhecidas ou desenvolvidas posteriormente), em todo o mundo, em todos os idiomas, por toda a
duracdo dos direitos autorais, efetivando-se a partir do momento em gue o Artigo for acetto para
publicacdo. Um e-mail serd enviade ao autor para correspondéncia confirmando o recebimento do
manuscrito junto com o Journal Publishing Agreement ou um link para a versdo on-line desse acordo.

Direitos do Autor
Cormo autor, voc (ou seu empregador ou instituicdo) tem certos direitos de redso do seu trabalho,
Mals Informagies,

A Elsevier apoia 0 compartilhamento responsdwvel
Descubra como vocé pode compartilhar sua pesquisa publicada nas revistas da Elsevier,

Papel da Fonte de Financamenio
Deve-se identificar quer forneceu apolo financelro para a realizacdo da pesquisa gfou preparacio
do artigo & descrever brevemente o papel do(s) patrocinador{es), se houver, no delineamento do
estudo; na coleta, andlise e interpretacio de dados; na redagio do manuscrito; e na decisdo
de enviar o artigo para publicacio. Se a fonte (ou fontes) de financiamento ndo teve (ou tiveram) tal
participacdo, isso deve ser mencionado.

www.elsavier.comylocate/jped ]



61

Acesso aberto

Esta revista & uma revista revisada por pares, de acesso aberto subsidiado pelo gual a Sociedade
Brasileira de Pediatria (SBP) arca com a maior parte dos custos de publicacio da revista,

Autores de artigos submetidos a partir de 1° de setembro de 2018, que sejam aceitos para publi-
cagdo no Jornal de Pediatria, deverSo pagar uma taxa de publicacSo a4 SBP a fim de contribuir com os
custos de publicacdo. Ao submeterem o manuscrito a esta revista, o8 autores concordam com esses
termos.

Valores

Se qualguer um dos autores for associado guite com a SBP: A% 1.500,00 por manuscrito aceito

Se nenhum dos autores for associado a SBP: R$ 2.200,00 por manuscrito aceito

Autor estrangeiro: USD 1.000,00 por manuscrito aceito.

Quando o manuscrito for aceito para publicacdo, os autores receberdo instrugbes sobre a taxa de
publicacdo. Para mais informagbes, por favor, entre em contato com assessoria@jped.com.br.

Direitos do usudrio

A permissdo de redso € definida pela seguinte licenga de usudrio final:

Creative Commuons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY=-NC-ND)

Para fins ndo comerciais, permite gue outros distribuam e copiem o artigo, @ o incluam em um
trabalho coletive (como uma antologia), desde que se dé crédito ao(s) autor(es) e desde que ndo se
altere ou modifigue o artigo.

Eizevier Researcher Academy

O Ressarcher Academy éuma plataforma eletrdnica de acesso gratuito destinada a apoiar pesquisadores
em inico ou melo de carrelra durante sua jornada no mundo da pesguisa. O amblente de aprendizagem
(Learn) da plataforma oferece varios mddulos interatives, webinars, guias para download e outros
recursos para orienta-lo no processo de escrita cientifica e peer rewew. Sinta-se a vontade para
melhorar ey manuscrito para a submissdo e aprender sobre o processo de publicagdo.

Idioma (uso e servicos de edicdo)

Por favor, escreva o seu texto em inglés de boa gualidade (o ingl&s americano € usado nesta revista).
Os autores que sentirem necessidade de edicdo do manuscrito na lingua inglesa, para eliminar
possiveis erros gramaticais ou ortograficos de forma a atender 3 demanda do correto uso do
inglés cientifico, podem contratar o Servico de Ediclo da Lingua Inglesa disponivel no WebShop da
Elsevier

Consentimento Informado e detalhes do paciente

Estudos envolvendo pacientes ouw woluntdrios requerem a aprovacdo do comité de ética e o
consentimento informado, gue devem ser documentados no artigo. Consentimentos, permissies e
desobrigacies pertinentes devem ser obtidos sempre gue um autor desejar incluir detalhes de casos
ou outras informacies pessoais ou imagens de pacientes & de guaisguer outros individuos em uma
publicacio da Elsevier. Os consentimentos por escrito devem ser mantidos pelo autor & copias dos
consentimentos ou provas de gue tals consentimentos foram obtidos devemn ser fornecidos a Elsevier
mediante solicitagdo. Para mals informacghes, reveja a Politica da Elsevier sobre o Uso de Imagens
ou Informagtes Pessoais de Pacientes ou Qutros Individuos. A menos que vocé tenha permissdo por
escrito do paciente {ou, se for o caso, dos parentes mals priximos ou tutores), os detalhes pessoals
de qualguer paciente incluido em gualguer parte do artigo & em gualguer material complementar
(incluindo todas as ilustraches e videos) devem ser removidos antes da submissdo.

Submissao

Mosso sistema de submissdo on-line & um gula passo-a-passo dos procedimentos para Insergdo dos
detalhes do seu manuscrito @ para o upload de seuws arguivos. O sistema converte os arguivos de
seu artigo em um Unico arguive POF usado no processo de revisSo por pares (peer-review). Arguivos
editdvels (por exemplo, Word, LaTeX) sdo necessdrlos para compor seu manuscrto para publicacdo
final. Toda a correspondéncia, incluindo a notificacdo da decisdo do Editor e os pedidos de revisdo,
=80 enviados por e-mail.
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Submeta seu manuscrito
Por favor envie o seu manuscrito por meio do site www .evise.com/evise/jrml/IPED.

PREPARACAO
Revisdo duplo-cega

Esta revista usa revisdo duplo-cega, o que significa gue as identidades dos autores nio siio conhecidas
pelos revisores e vice-versa. Mais informacies estdo disponiveis em nosso site. Para facilitar o
processo, deve-se incluir separadamentes o seguinte:

Pégina de abertura (com detalhes do autor): deve Inclulr o titulo, os nomes dos autores, as afillagBes,
o5 agradecimentos e qualquer Declaracdo de Interesse, & o endereco completo do auwtor para
correspondéncia, incluinde um endereco de e-mail.

Manuscrito cego (sem detalhes do autor): O corpo principal do artigo (Incluindo referénclas, figuras,
tabelas e guaisquer agradecimentos) ndo deve incluir nenhuma identificacdo, como o5 nomes ou
afiliagtes dos autores.

Uso de Processador de Texto

E importante que o arguivo seja salvo no formato original do processador de texto utilizado. O texto
deve estarem formato de coluna nica. Mantenha o layout do texto o mais simples possivel. A maioria
dos codigos de formatacdo serd removida e substituida no processamento do artigo. Em particular,
ndo use as opgies do processador de texto para justificar texto ou hifenizar palavras. Destagues como
negrito, italico, subscrito, sobrescrito, etc. podem ser usados. Ao preparar tabelas, se vocé estiver
usando uma grade na criagdo das tabelas, use apenas uma grade para cada tabela individualmente,
e ndo uma grade para cada linha. Se nenhuma grade for utilizada, use a tabulacdo, & ndo espacos,
para alinhar as colunas. O texto eletrénico deve ser preparado de forma muito semelhante ao dos
manuscritos convencionais (veja também o Guia pars Publicar com & Elsevier). Observe que os
arquivos de origem das figuras, das tabelas e dos grificos serfo necessarios, Independentemente se
vooé ird embuti-los ou ndo no texto. Vieja também a secdo sobre imagens eletrdnicas.

Para evitar erros desnecessarios, € aconse|havel usar as funcbes “verificacdo ortografica” e “verificacao
gramatical” do seuw processador de texto,

Estrutura do Artigo

Subdivisdo - Secles ndo numeradas

O texto principal nos artigos originais deve conter as seguintes seches, indicadas por uma legenda:
Introducdo, Métodos, Resultades e Discussdo. As segbes nos artigos de revisio podem variar
dependendo do topico tratado. Sugerimos gue os autores incluam uma breve introducdo, na qual
eles expliguem (da perspectiva da literatura médica) a importincia daquela revisSo para a pratica
da pediatria. N3o & necessario descrever como os dados foram selecionados e coletados. A secdo
de conclusbes deve correlacionar as ideias principais da revisdo para possiveis aplicacbes clinicas,
mantendo generalizagbes dentro do escopo do assunto sob revisdo.

Introducio

Indigue os objetivos do trabalho e forneca um background adeqguado, evitando uma avaliaco
detalhada da literatura ou um resumo dos resultados. Faca uma introducdo breve, incluindo apenas
referéncias estritamente relevantes para sublinhar a Importdncia do tépico e para justificar o estudo.
Mo fim da introdugdo, os objetivos do estudo devemn estar claramente definidos.

Materais e Métodos

Forneca detalhes suficientes para viabilizar a reprodugio do trabalho. Métodos ja publicados devem
ser indicados por uma referéncia: apenas as modificacbes relevantes devemn ser descritas. Esta secdo
deve descrever a populacio estudada, a amostra a ser analisada e os critérios de selecdo; também
deve definir claramente as varldvels em estudo e descrever detalhadamente os métodos estatisti-
cos empregados (incluinde referéncias apropriadas sobre métodos estatisticos e software). Proce-
dimentos, produtos e equipamentos devem ser descritos com detalhes suficientes para permitir a
reproducdo do estudo. Deve ser incluida uma dedaracio relativa 3 aprovacdo pelo comité de ética de
pesquisa (ou eguivalente) da instituicdo em gue o trabalho foi realizado.
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Resultados

Os resultados do estude devem ser apresentados de forma clara e objetiva, seguindo uma sequéncia
logica. As informagbes contidas em tabelas ou figuras ndao devem ser repetidas no texto. Use figuras
no lugar de tabelas para apresentar dados extensos,

Discussdo

Os resultados devem ser interpretados e comparados com dados publicades anteriormente,
destacando os aspectos novos € importantes do presente estudo. Devem-se discutir as implicagbes
dos resultados e as limitacBes do estudo, bem como a necessidade de pesquisas adiclonals. As
conclusies devem ser apresentadas ap fim da secdo Discussao, levando em consideragao a finalidade
do trabalho. Relacione as conclusdes com os objetives iniciais do estudo, evitando declaragbes ndo
embasadas pelos achados e dando a mesma &nfase aos achados positives e negatives que tenham
importancia cientifica similar. Se relevante, inclua recomendacies para novas pesquisas.

Informacoes essanciais sobre a pagina de abertura

A pagina de abertura deve conter as seguintes informagbes:

a) titulo conciso e informativo. Evite termos e abreviaturas desnecessdrios; evite também referéncias
a0 local e/ou cidade onde o trabalho fol realizado;

b) titulo curto com ndo mais de 50 caracteres, incluindo espacos, mostrado nos cabecalhos;

c) nomes dos autores (primeiro & ultimo nome e iniciais do meio) & o ORCID ID. O ORCID ID deve
estar na pagina de abertura &, também, no peril do EVISE de todos o5 autores. Para 1550, 0 autor deve
ir em Update your Detalls, campo ORCID. Se algum dos autores ndo tem esta ID, deve registrar-se em
https: /forcid .ong/ register;

d) grau académico mais elevado dos autores;

&) endereco de e-mail de todos 05 autores;

f) se disponivel, URL para o curriculum vitae eletrénico ("Curriculo Lattes” para autores brasileiros,
ORCID etc.)

g) contribuicio especifica de cada autor para o estudo;

h) declaracdo de conflitos de interesse (escreva nada a declarar ou divulgue explicitamente quaisquer
interesses financeiros ou outros gue possam causar constrangimento caso sejam revelados apds a
publicagdo do artige);

I} Institulcdo ou servigo com o/aqual o rabalho estd assoclado para indexacdo no Index Medicus/MEDLINE;
i) nome, enderego, numero de telefone, nimem de fax & e-mail do autor para correspondéncia;

k) nome, endereco, nimero de telefone, nimero de fax & e-mail do autor encarregade do contato
pré-publicacio;

I} fontes de financiamento, ou mome de instituiches ou empresas fornecedoras de equipamentos
& materiais, se aplicavel;

m) contagem de palavras do texto principal, sem Inclulr resumo, agradecimentos, referéncias, tabelas
& legendas para figuras;

n) contagem de palavras do resumo;

o) nimero de tabelas e figuras.

Resumo

E necessdrio um resumo conciso e factual. O resumo deve indicar de forma breve o objetivo da
pesqulisa, os princlpals resultados e as conclusBes mals Importantes. Um resumo & frequentemente
apresentado separadamente do artigo, por isso deve ser capaz de ser compreendido sozinho. Por
esse motivo, as referéncias devem ser evitadas, mas, se necessario, cite o(s) autor{es) & ano(s).
Além disso, abreviagbes ndo padrdo ou Incomuns devem ser evitadas, mas, se forem essenclals,
devem ser definidas em sua primeira mencdo no proprio resumao.

O resumo ndo deve ter mais de 250 palavras ou 1.400 caracteres. Mao inclua palavras que possam
identificar a instituicdo ou cidade ondeo estudo foi realizado, para facilitar a revisdo cega. Todas
as Informacdes no resumo devem refletir com precisdo o conteldo do artigo. O resumo deve ser
estruturado conforme descrito a seguir:

Resumo para artigos originais

Objetivo: Declarar por que o estudo fol iniclado e as hipdteses iniciais. Defina com precisio o objetivo
principal do estudo; apenas os objetivos secundarios mais relevantes devem ser listados.

Método: Descrever o desenho do estudo (se apropriado, Indlgue se o estudo é randomizado, cego, pros-
pectivo, etc.), local (se apropriado, descreva o nivel de atendimento, isto &, se primdrio, secunddrio ou
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tercidrio, clinica privada ou instituicle pablica, ete.), pacientes ou participantes (critérios de seleclo, ni-
mero de casos no inicio e no final do estudo etc.), intervengBes (incluem informacbes essenciais, como
metodos e duracao do estudo) e critérios utilizados para medir 0s resultados.

Resultados: Descrever os achados mais importantes, os intervalos de confianca e a significincia estatistica
dos achadaos,

Condusdes: Descrever apenas conclusdes que refletem o objetive do estudo e fundamentadas por
suas descobertas. Discubir possiveis aplicacBes das descobertas, com igual &nfase em resultados
positives e negativos de mérito clentifico similar

Resumo para artigos de revisio

Objetivo: Explicar por que a revisdo fol realizada, indicando sea mesma se concentra em um fator especial,
tal como etiologia, prevencdo, diagnéstico, tratamento ou progndstico da doenga.

Fontes: Descrever todas as fontes de informacio, definindo bancos de dados e anos pesquisados, Indicar
brevemente os critérios de selegdo dos artigos para a revisdo e avallar a qualidade da Informacio.
Resumo dos achados: Indigue os principais achados guantitativos ou gualitativos.

Conclustes: Indigue suas conclusbes e sua aplicacao clinica, mantendo generalizagdes dentro do escopo
do assunto sob revisdo.

Palavras-chave

Imediatamente apds o resumeo, forneca um maximo de 6 palavras-chave, utilizande a ortografia
americana e evitando termos gerais e plurais e milltiplos conceitos (evite, por exemplo, "e’, "de’). Use
poucas abreviaghes: apenas aguelas firmemente estabelecidas no campo de pesguisa podem ser
escolhidas. Essas palavras-chave serfo usadas para fins de indexacio.

Por favor, utilize os termos listados no Medical Subject Headings (MeSH), disponiveis em http: //www.nlm.
nih.gov/mesh/meshhome. html. Quando descritores adequados ndo estiverem dis poniveis, novos termos
podem ser utilizados.

Abreviagoes

Seja moderado no uso de abreviagbes, Todas as abreviaghes devem ser explicadas em sua primeira
mencdo no texto. As abreviaghes ndo padrdo no campo da pediatia devem ser definidas em uma nota
de rodapé a ser colocada na primeira pdgina do artigo. Evite o uso de abreviagBes no resumo; aguelas
que sdo inevitdveis no resumo devem ser definidas em sua primeira mencio, bem como na nota de
rodapé. Assegure-se da consisténcla das abreviacBes em todo o artigo.

Agradedmentos

Agrupe os agradecimeantos em uma secao separada ao fim do artigo antes das referéncias e, portanto,
nio os inclua na pagina de abertura, como uma nota de rodapé para o titule ou de outra forma.
Liste aqul os Individuos gue forneceram ajuda durante a pesquisa (por exemplo, fornecendo ajuda
linguistica, assisténcia escrita ou prova de leitura do artigo, etc.).

Somente individuos ou instituighes que contribulram significativamente para o estudo, mas nfo sio
gualificados para autorla, devemn ser menclionados. Os individuos citados nesta segdo devem concor-
dar por escrito com a inclusdo de seus nomes, uma vez gue os leitores podem inferir o endosso das
conclustes do estudo.

Formatando as fontes de financamento
Listar as fontes de financiamento usando a forma padrdo para facilitar o cumprimento dos requisitos
do financiador;

Financiamento: Esse trabalho recebeu financiamente do Mational Institutes of Health [ndmercs
dos financiamentos oo, yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, Wa [namero do
financlamento zzzz]; e dos United States Institutes of Peace [ndmere do financlamento aaaal.

M0 & necessdrio incluir descricbes detalhadas sobre o programa ou tipo de financiamento e prémios.
Quando a verba recebida & parte de um financiamento maior ou de outros recursos disponiveis para
uma universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa, cite o nome do instituto ow organizacdo
que forneceu o financamento.

Se nenhum financiamento foi fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu nenhum financiamento especifico de agéncias de financiamento dos
setores publico, comercial ou sem fins lucrativos,
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Unidades
Siga as regras e convengdes internacionalmente aceitas: use o sistema internacional (SI) de unidades.
Se outras unidades forem mencionadas, forneca seu equivalente em SI.

Fdrmulas matematicas

Por favor, cite equagies matemdticas como texto editdvel & ndo como Imagens. Apresente fdrmulas
simples de acordo com o texto normal sempre gue possivel e use a barra obligua (/) em vez de uma
linha horizontal para pequenas termos fraciond rios, por exemplo, X/Y. Em principio, as varidveis devem
ser apresentadas em Itdlico. Poténcias de e sdo frequentemente mals convenlentemente Indicadas
pela exponencial. Numere consecutivamente guaisquer eguagies a serem exibidas separadamente
do texto (se referidas explicitamente no texto).

Notas de rodapé
Motas de rodapé ndo devem ser usadas. Em vez disso, Incorpore as informagbes relevantes no texto
principal.

Imagens

Manipulacdo de imagem

Embora seja aceito gque 0s autores 45 vezes precisem manipular imagens para obter maior clareza,
a manipulacdo para fins de dolo ou fraude serd vista como abuso ético centifico e serd tratada de
acordo. Para imagens graficas, esta revista aplica a seguinte politica: nenhum recurso especifico
pode ser aprimorado, obscurecido, movido, removido ou introduzide em uma imagem. 05 ajustes de
brilho, contraste ou equilibrio de cores so aceitdveis se, e enguanto ndo obscurecerem ou eliminarem
qualguer Iinformacdo presente no orginal. Os ajustes ndo lineares (por exemplo, alteracdes nas
configuragtes de gama) devem ser divulgados na legenda da figura.

Imagens eletrinicas

Pontos Gerais

+ Certifigue-se de usar letras uniformes e dimensionamento de suas imagens originais.
* Incorpore as fontes wsadas se o aplicativo fornecer essa opgao.

« Prefira usar as seguintes fontes em supas ilustragbes: Arial, Courier, Times Mew Roman, Symbal ou
use fontes similares.

Murnere as ilustracBes de acordo com sua sequéncia no texto.

Use uma convengdo de nomeacdo |dgica para seus arquivos de Imagens.

Fomeca legendas para ilustragbes separadamente.

Dimensione as lustraches proximas as dimensdes desejadas da versdo publicada.
Envie cada ilustracdo como um arguivo separado.

Um guia detalhado sobre imagens eletronicas esta disponivel.
Vocé & convidado a wvisitar este site; alguns trechos das informacges detalhadas sio
fornecidos aqui.

Formatos

Se as suas Imagens eletrdnicas forem criadas em um aplicativo do Microsoft Office (Word, PowerPolnt,
Excel), forneca "como esta” no formato de documento original.

Independentemente do aplicative utilizado gue ndo seja o Microsoft Office, quando sua imagem
eletrdnica for finalizada, utilize "Salvar como™ou converta as iImagens para um dos seguintes formatos
(observe os requisitos de resolugdo para desenhos em linha continua, meio-tom e combinagbes de
desenho/meio-tom descritos a seguir).

EPS (ou PDF): Desenhos vetorials, Incorporar todas as fontes utilizadas.

TIFF {ou JPES): Fotografias em cores ou em tons de cinza (meiss-tons ), mantenha um minimoe de 300 dpi.
TIFF {ou JPEG): Desenho de linha de bitmap (pixels pretos & brancos puras), manténha um minimo
de 1000 dpi.

TIFF {ou JPEG): Combinaces de linha de bitmap/meio-tom (colorido ou escala de cinza), mantenha
um minimo de 500 dpi.

Por favor ndo:

« Formeca arguivos otimizados para o uso da tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT, WPGE); esses
formatos tipicamente t&m um baixo numero de pixels @ um conjunto limitado de cores;
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+ Formega arguives com resolugdo muito baixa; )
« Envie gréficos desproporcionalmente grandes para o conteddo.

Imagens Coloridas

Por favor certifique-se de gue os arguivos de imagens estio em um formato aceltdvel (TIFF [ou JPEG),
EFS [ow PDF] ou arguivos do MS Office) e com a resolucdo correta. Se, juntamente com o seu artigo
aceito, vocg enviar figuras de cor utilizdveis, a Elsevier assegurard, sem custo adicional, que essas
figuras aparecerdo em cores on-line (por exemplo, SclenceDirect e outros sites) independentemente
dessas ilustraches serem ou nao reproduzidas na versao impressa.

Servigos de ilustragdo

O Elsevier's WebShop oferece servicos de ilustragio aocs autores que estdo se preparando para
enviar um manuscrito, mas estdo preccupados com a gualidade das imagens gque acompanham o
artigo. Os experientes ilustradores da Elsevier podem produzir imagens cientificas, técnicas e de
estile médico, bem como uma gama completa de quadros, tabelas e grificos. O "polimento” da
imagem também estd disponivel; nossos ilustradores trabalham suas imagens e as aprimoram para
um padrdo profissional. Visite o site para saber mais a respeito disso.

Legendas de Aguras

Certifigue-se de que cada figura tenha uma legenda. Formeca as |legendas separadamente, ndo
anexadas as figuras. Uma legenda deve inclulr um breve titulo (ndo na figura em s1) e uma descrigdo
da ilustracdo. Mantenha o texto curto nas ilustragbes propriamente ditas, mas expligue todos os
simbolos & abreviaches utilizados.

Tabelas

Por favor, envie as tabelas como texto editdvel & ndo como imagem. As tabelas podem ser colocadas
a0 lado do texto relevante no artigo, ou em pdginas separadas no fim. Numere as tabelas de forma
consecutiva de acordo com sua ordem no texto e cologue as notas de tabela abaixo do corpo da
mesma. Seja moderado no uso das tabelas, & assegure-se de que os dados apresentados nas
mesmas ndo duplicam os resultados descritos em outro lugar no artigo. Evite usar grades verticais e
sombreamento nas células da tabela.

Referéncias

Citagdo no texto

Certifigue-se de gue todas as referéncias citadas no texto também estdo presentes na lista de
referéncias (e vice-versa). Qualquer referéncia citada no resurmo deve ser fornecida na integra. N3o
recomendamos o uso de resultados ndo publicados e comunicacBes pessoais na lista de referéncias,
mas eles podem ser mencionados no texto. Se essas referéncias estiverem incluidas na lista de
referéncias, elas devem seguir o estilo de referéncia padrio da revista edevem incluir uma substituico
da data de publicacio por "Resultades ndo publicados”™ ou "Comunicacdo pessoal™. A citacdo de uma
referéncia como in press implica gue o item fol aceito para publicacdo.

Links de referénda

Maior exposigdo da pesguisa e revisdéo por pares de alta gualidade s&0 asseguradas por links
on-line &s fontes citadas. Para permitir-nos criar links para servigos de resumos e indexacdo, como
Scopus, CrossRef e PubMed, assegure-se de gue os dados fornecidos nas refer@ncias estio corretos,
Lembre-se gue sobrenomes, titulos de revistas/livros, ano de publicacio e paginacdo incorretos
podem impedir a criacdo de links. Ao copiar referéncias, por favor tenha cuidado, porque as mesmas
ja poderm conter erros. O uso do DOI — identificador de objeto digital (Digital Object Identifier) &
encorajado.

Um DOI pode ser usado para citar & criar um link para artigos eletrénicos em que um artigo esta
inpress e detalhes de citagdo completa ainda ndo sdo conhecidos, mas o artigo estd disponivel
an-llllge. O DOI nunca muda, ent3o vocd pode usd-lo como um Fnk permanente para qualguer artigo
eletrdnico.
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Urn exemplo de uma citaclo usando um DOI para um artigo gue ainda ndo foi publicado &: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser
Antilles slab beneath northeastem Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.
org/10.1029/20011B000884. Por favor, observe gue o formato dessas citagies deve seguir o mesmo
estilo das demals referncias no manuscrito.

Referéncias da Web

A URL completa deve ser fornecida e a data em gue a refer@ncia foi acessada pela Gltima vez. Qualguer
Infarmacio adicional, se conheclida (DOL, nomes de autores, datas, referéncla a uma publicacio-fonte
etc.), também deve ser fornecida. As referéncias da Web podem ser listadas separadamente (por
exemplo, apds a lista de referéncias) sob um titulo diferente, se desejado, ou podem ser incluidas na
lista de referéncia.

Referéncias de dados

Esta revista sugere gue vocé cite conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em seu manuscrito
citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados emsua lista de referéncias. As referéncias
de dados devem Inclulr os seguintes elementos: nome(s) dols) autor(es), titulo do conjunto de dados,
repositério de dados, verso (quando disponivel), ano e identificador persistente. Adicione [conjunto
de dados] imediatamente antes da referéncia para que possamos identificd-la corretamente como
uma referéncla de dados. O identifcador [conjunto de dados] ndo aparecerd no seu artigo publicado.
Os usudrios do Mendeley Desktop podem facilmente instalar o estilo de referéncia para esta revista
clicando no seguinte link: http://open.mendeley.com/use-Citation-style/jornal-de-pediatria

Ao preparar seu manuscrito, vocé poderd seleclonar esse estilo utilizando os plug-ins do Mendeley
para 0 Microsoft Word ou o LibreOffice.

Estilo de Referéncias

As referéncias devem seguir o estilo Vancouwver, também conhecido como o estilo de Requisites
Unifarmes, fundamentado, em grande parte, em um estilo do American Mational Standards Institute,
adaptado pela Mational Library of Medicine dos EUA (NLM) para suas bases de dados. Os autores
devem consultar o Citing Medicing, o Guia de estilo da NLM para autores, editores e editoras, para
obter informages sobre os formatos recomendados para uma varedade de tipos de referéncla. Os
autores também podem consultar exemplos de referéncias (http://www.nlm.nih.gov/bsd/ uniform_
requirements.htmil), @m uma lista de exemplos extraidos ouw baseados no Citing Medicine para facil uso
geral; esses exemplos de referéncias sdo mantidos pela NLM. As referéncias devem ser numeradas
consecutivamente na ordem em que aparecem no texto, identificadas por nimeros em sobrescrito. Nao
use numeragdo automatica, notasde rodapéoude péde pagina para referéncias. Artigos ndo publicados
aceitos para publicacio podem ser incluidos como referéncias se o nome da revista estiver incluide,
seguldo de "in press”. Observagdes e comunicagdes pessoals ndo publicadas ndo devem ser citadas
como referéncias; se for essencial para a compreensdo do artigo, essa informacao pode ser citada no
texto, sequida pelas observacBes entre parénteses, observacio no publicada ou comunicacio pessoal.
Para mals informacies, consulte os "Requisitos Uniformes para Manuscritos Submetidos a Revistas
Biomédicas”, disponiveisem https://www.nchi.nlm.nih.gov/ pmc/articles/ PMC3142758/. Na sequéncia,
apresentamos alguns exemplos do modelo adotado pelo Jomal de Pediatria.

Artigos em revistas

1. Até seis autores: Araldjo LA, Silva LR, Mendes FA. Digestive tract neural control and gastrointestinal
disorders in cerebral palsy. J Pediatr (Rio 1). 2012;88:455-64,

2. Mais de seis autores: Ribeiro MA, Silva MT, Ribeiro 1D, Moreira MM, Almeida CC, Almeida-Junior
Ab et al. Volumetric capnography as a tool to detect early peripheric lung obstruction in oystic
fibrosis patients. J Pediatr (Rio J). 2012;88:509-17.

3. Organizacdo como autor: Mercier CE, Dunn M5, Ferrelli KR, Howard DB, Soll RF; Vermont Oxford
Metworkk ELBW Infant Follow-Up Study Group. Meurodevelopmental outcome of extremely
I?::r;fg_t;léth weight infants from the Vermont Oxford network: 1998-2003. Meonatology. 2010,97:

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

5. Artigo publicado eletronicamente antes da versdo impressa: Carvalho CG, Ribeiro MR, Bonilha
MM, Fermandes Ir M, Procianoy RS, Siveira RC. Use of off-label and unlicensed drugs in the
neonatal intensive care unit and its association with severity scores. 1 Pediatr (Rio 1). 2012 Oct
30. [Epub ahead of print]
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Livros
Blumer JL, Reed MD. Principles of negnatal pharmacclogy. In: Yaffe 51, Aranda JV, eds. Neonatal and
Pediatric Pharmacology. 3rd ed. Baltimore: Lippincott, Williams and Wilkins; 2005. p. 146-58.

Estudos Académicos

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

CD-ROM

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

Homepage /website

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

Video

& Elsevier acelta material de video e sequénclas de animacdo para apolar e aprimorar suas pesguisas
cientficas. Os autores gue tém arquivos de video ou animacdo que desejam enviar com seu artigo
sd0 fortemente encorajados a incluir links para estes dentro do corpo do artigo. Isso pode ser feito
da mesma maneira que uma figura ou tabela, referindo-se ao contedde de video ou animacio e
mostrando no corpo do texto onde ele deve ser colocado. Todos oS arguivos enviados devem ser
devidamente identificados de modo que se relacionem diretamente com o contedde do amguivo de
video. Para garantir que seu video ou material de animacSo esteja apropriade para use, por favor
forneca os arquivos em um dos nossos formatos de arquivo recomendados com um tamanho madximo
total de 150 MB. Qualguer arguive Onico nio deve exceder 50 MB. Os arguivos de video & animagio
fornecidos serdo publicados on-line na versdo eletrénica do sew artigo nos produtos de web da
Elsevier, incluindo o ScenceDirect. Por favor formeca Imagens estidticas com seus arguivos: vocé
pode escolher gualguer gquadro do video ou animagdo ou fazer uma imagem separada. Essa imagem
estatica sera usada em vez de icones padrao, para personalizar o link para seus dados de video. Para
obter instrughes mais detalhadas, visite nossas paginas de instrugdes de video,

Mota: uma vez gue o video e a animacio ndo podem ser Incorporados & versiio Impressa da revista,
por favor formeca o texto para ambas as versdes eletrinica e impressa para as partes do artigo que
se referem a esse conteldo.

Material suplementar

Materiais suplementares, como tabelas, imagens eclipes de som, pedem ser publicados com seu artigo
para aprimora-lo. Os itens suplementares enviados sBo publicados exatamente como s8o0 recebidos
(arguivos do Excel ou PowerPoint aparecerdo dessa forma on-line). Por favor, envie seu material junto
com o artigo & fornega uma legenda concisa & descritiva para cada arquivo suplementar. Se vocé
deseja fazer alteragbes no material suplementar durante qualquer etapa do processo, certifigue-se
de fornecer um arquivo atualizado. Mao anote quaisquer correcdes em uma versdo anteror. Por favor,
desabilite a opcdo "Controlar alteracies”™ nos arguives do Microsoft Office, pols estas aparecerdo na
versdo publicada.

DADOS DA PESQUISA

Esta revista incentiva & permite que vocé compartilhe dados gue suportem a publicacdo de sua
pesquisa onde for apropriade, e permite que vocd interligue os dados com seus artigos publicados.
Dados de pesquisa referem-se aos resultados de observacBes ou experimentacio que validam os
achados da pesquisa. Fara fadlitar a reprodutibilidade & o relso dos dados, esta revista também o
incentiva a compartilhar seu software, cidigo, modelos, algoritmos, protocolos, métodos & outros
materials dtels relacionados com o projeto.

A seguir s80 mostradas vérias maneiras pelas quals vocé pode associar dados ao sew artigo ou
fazer uma declaracdo sobre a disponibilidade de seus dados ao enviar seu manuscrito. Se estiver
compartilhando dados de uma dessas manelras, vocd é encorajado a citar os dados em seu manuscrto
e na lista de referéncias. Consulte a secio "Referéncias” para obter mais informagdes sobre a citagio
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de dados. Para obter mais informacgies sobre o depdsito, compartilhamento e uso de dados de
pesquisa & outres materiais de pesquisa relevantes, visite a pagina de Dados de Pesquisa.

Vinculagdo de dados

Se vocé disponibilizou seus dados de pesquisa em um repositéro de dados, € possivel vincular
seu artigo diretamente ao conjunto de dados. A Elsevier colabora com uma série de repositdrios
para vincular artigos no ScienceDirect a repositorios relevantes, dando aos leitores acesso a dados
subjacentes gque |hes dard uma melhor compreensdo da pesquisa descrita.

Existem diferentes maneiras de vincular seus conjuntos de dades ao seu artige. Quando disponivel,
vocé pode vincular diretamente seu conjunto de dados ao seu artigo, fornecendo as informacgies
relevantes no sistema de submissdo. Para mais informaces, visite a pagina de vinculacdo de bancos
de dados.

Para os repositdrios de dados suportados, um banner do repositdrio aparecera automaticamente ao
lado do seu artigo publicado no ScienceDirect.

Além disso, vocd pode vincular a dados ou entidades relevantes através de identificadores dentro
do texto de seu manuscrito, utilizando o seguinte formato: Banco de Dados: oo (por ex., TAIR:
AT1GO1020; CCOC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

Esta revista & compativel com o Mendeley Data, permitindo gue vocé deposite guaisquer dados de
pesquisa (Incluindo dados brutes ou processados, videos, codigos, software, algoritmos, protocolos
& métodos) associados ao seuw manuscritc em um repositério de acesso aberto e gratuito. Durante
0 processo de submissdo, depois de fazer o upload de seu manuscrito, vocé terd a oportunidade
de fazer o upload de seus conjuntos de dados relevantes diretamente para o Mendeley Data. Os
conjuntos de dados serdo lIstados e estardo acessivels diretamente aos leltores ao lado do seu artigo
publicado on-line.

Para mals informacBes, visite a pdgina Mendeley Data para Revistas.

Declaracao de dados

Para promover a transparéncla, encorajamos os autores a declarar a disponibllidade de seus dados
a0 submeter o artigo. Isso pode ser um requisito da instituicdo de fomento. Caso seus dados nao
estejam disponiveis para acesso ou nao forem adeguados para publicacdo, vocé terd a oportunidade
de descrever o motivo durante o processo de submissdo, afirmando, por exemplo, gue os dados da
pesquisa sdo confidenclals. A declaragdo aparecerd com seu artigo publicade no ScenceDirect. Para
obter mais informacges, visite a pdgina sobre declaracio de dados.

APOS A ACEITACAO

Disponibilidade do artigo aceito

Esta revista disponibiliza os artigos on-line © mais rapidamente possivel apds a aceitacdo. Um
identificador de objeto digital (DOI — Digital Object Identifier) £ assignado a seu artigo, ternando-o
totalmente citdvel e pesquisdvel por titulo, nome(s) do(s) autor(es) e o texto completo.

Provas

Um conjunto de provas (em arguivos PDF) serd enviado por e-mail para o autor correspondente ou
um link sera fornecido no e-mail para que os autores possam baixar os proprios arguivos, A Elsevier
agora fornece aos autores provas em PDF que podem receber anotacBes; para isso, vocd precisard
fazer o download do programa Adobe Reader, versio © (ou posterior). As instrugBes sobre como fazer
anotaches nos amuivos POF acompanhardo as provas (também fornecidas on-ling). Os requisitos
exatos do sistema sdo fornecidos no site da Adobe,

Se ndo desejar usar a funcdo de anotacies em PDF, vocd pode listar as corregBes (incluindo as
respostas ao Formuldrio de Consulta) e devolvé-las por e-mail. Por favor, liste suas correces citando
o nlmero da linha. Se, poer qualguer motivo, isso ndo for possivel, margue as correcles e quaisquer
outros comentdrios (incluindo as respostas ac Formuldrio de consulta) em uma impressio de sua
prova, escaneie as paginas e develva-as por e-mail. Por favor, use esta prova apenas para verificar
a8 composicdo, edicdo, integridade e exatiddo do texto, tabelas e figuras. Alteractes significativas
no artigo aceito para publicacdo 5o serdo consideradas nesta etapa com permissdo do editor-chefe
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da revista. Faremos todo o possivel para gue seu artigo seja publicade com rapidez e precisiio.
E importante garantir que todas as correcBes sejam enviadas de volta para nés em uma dnica
comunicacdo: por fawor, verifigue atentamente antes de responder, pois a inclusdo de quaisquer
corregies subsequentes ndo serd garantida. & revisdo é responsabilidade exclusiva do autor.

PERGUNTAS DOS AUTORES

Visite @ Centro de Apolo da Elsevier para encontrar as respostas de que vocd precisa. Agul vocd
encontrara tudo, desde Perguntas Frequentes até maneiras de entrar em contato.

Vocé também pode verificar o status do seu artige enviade ou verificar quando seu artigo aceito serd
publicado,
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