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“Procure ser uma pessoa de valor,
em vez de procurar ser uma pessoa de

sucesso. O sucesso é consequéncia”

Albert Einstein
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RESUMO

Introducéo: A Doenca da Urina do Xarope do Bordo (MSUD) € um Erro Inato do
Metabolismo caracterizado pelo acumulo em tecidos e fluidos corporais de
aminoéacidos de cadeia ramificada (BCAA), Leucina (Leu), Isoleucina (lleu) e
Valina (Val) e de seus a-cetoacidos correspondentes devido a deficiéncia na
atividade do complexo multienzimatico da desidrogenase dos a-cetoacidos de
cadeia ramificada. O diagnostico € feito pela detec¢cdo no plasma, destes
metabdlitos em altas concentragfes, principalmente Leu. O acido fenilbutirico
vem sendo utilizado de forma eficaz como tratamento para outros disturbios
metabdlicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial efeito terapéutico
de uma nanoparticula de acido fenilbutirico em ratos submetidos a um modelo
cronico de MSUD. Métodos: O modelo experimental crénico de MSUD foi
composto por 4 grupos: grupo controle (salina); grupo acido fenilbutirico (50
mg/kg) intraperitoneal (I.P.); grupo MSUD (pool de BCAA: 15,8uL/g contendo
190 mmol/L Leu, 59 mmol/L lle e 69 mmol/L Val) subcutanea (S.C.); grupo
MSUD+nano (50 mg/kg de acido fenilbutirico I.P. e pool de BCAA 15,8uL/g S.C).
A dosagem dos aminoacidos no plasma foi feita por HPLC SHIMADZU Ic-20ad.
A nanoparticula de acido fenilbutirico foi obtida utilizando Ultra-Turrax T10 basic.
Resultados: As concentracdes de Leu, lleu e Val nos grupos Nano + MSUD
foram estatiscamente menores quando comparado ao grupo MSUD.
Concluséao: O tratamento com nanoparticula de acido fenilbutirico foi eficaz em
diminuir Leu, lleu e Val em plasma de ratos submetidos ao modelo crénico
eMSUD, podendo ser um tratamento promissor nesta doenca, que atualmente &
de restricao proteica.

Palavras-chave: Doenca da Urina do Xarope do Bordo, Acido fenilbutirico,
Tratamento, Modelo Crdnico.



ABSTRACT

Introduction: The Maple Syrup Urine Disease (MSUD) is an Inborn Error of
Metabolism characterized by the tissue accumulation of branched chain amino
acids in tissue and body, Leucine (Leu), Isoleucine (lleu) and Valine (Val) and
their corresponding a-keto acids due to a deficiency of the dehydrogenase
multienzyme complex of branched chin a-keto acids. Diagnostic is made by
detecting high concentration in plasma of these metabolites, especially Leu. The
phenylbutyric acid has been used effectively as a treatment for other metabolic
disorders. The objective of this study was to evaluate the potential therapeutic
effects of phenylbutyric acid nanoparticle in rats subject to a chronic model of
MSUD. Methods: The experimental chronic model of MSUD had 4 groups:
control group (saline); phenylbutyric acid group (50 mg/kg) intraperitoneal (1.P.);
MSUD group (BCAA pool: 15.8uL/g containing 190 mmol/L Leu, 59 mmol/L lle
and 69 mmol/L Val) subcutaneous (S.C.); MSUD + nano group (50 mg/kg of
phenylbutyric acid I.P. and pool of BCAA 15.8uL/g S.C). The amino acid dosage
in plasma was made by HPLC SHIMADZU Ic-20ad. The phenylbutyric acid
nanoparticle was obtained using Ultra-turrax T10 basic. Results: The
concentrations of Leu, Ileu and Val in the Nano + MSUD group were statistically
reduced when compared to the MSUD group. Conclusion: The phenylbutyric
acid nanoparticle treatment was effective in lowering Leu, lleu and Val in plasma
of rats subject to a chronic model of MSUD, and could be a promising therapy for
MSUD patients since current treatment is a protein restricted diet.

Keywords: Maple Syrup urine Disease, Acid Phenyl Butyric, Treatment, Chronic
Model.



INTRODUCAO

A Doenca da Urina do Xarope do Bordo (MSUD) é um Erro Inato do
Metabolismo (EIM) de carater autossémico recessivo causado por deficiéncia
severa na atividade do complexo da desidrogenase dos a-cetoacidos de cadeia
ramificada (BCKAD)!.Esta deficiéncia metabdlica resulta em acimulo dos
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) leucina (Leu), isoleucina (lle) e valina
(Val) e de seus a-cetoacidos de cadeia ramificada (BCKA) correspondentes , o-
cetoisocaproico (KIC), a-ceto-B-metilvalérico (KMV) e a-cetoisovalérico (KIV), e
em menor extensao de seus a-hidroxiacidos resultantes da reducéo de seus a-
cetoacidos, a-hidroxi-isocaproéico, a-hidroxi-B-metilvalérico e a-hidroxivalérico
em tecidos e fluidos corporais®3. A MSUD possui uma incidéncia global de
1:185.000 nascidos vivos, embora em algumas comunidades menonitas e
holandesas na Pensilvania, Estados Unidos, a taxa pode chegar até 1:200
nascidos vivos>. No Brasil, em estudo realizado, a incidéncia aproximada é de
1:84.000 nascidos vivos®. A MSUD possui manifestacdes clinicas variadas e
pode ser classificadas em 5 fendtipos: intermitente, classica, intermediéria,
responsiva a tiamina e deficiéncia de diidrolipoildesidrogenase. Essa
classificacdo varia de acordo com a apresentacédo clinica da doenca, tolerancia
a Leu e o nivel de atividade residual de BCKAD?. Os sinais e sintomas mais
comumente encontrados em pacientes com a forma classica desta doenca é
cetoacidose, ataxia, coma, urina com odor de xarope do bordo, retardo mental e
psicomotor.

O diagndstico da MSUD é feito pela avaliacdo dos niveis dos BCAA no
sangue e BCKA na urina, por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, respectivamente.
A L-aloisoleucina, aminoacido resultante da reacdo de racemizacéo da lle, é
encontrado no sangue de pacientes que tiveram descompensacao metabdlica e
considerado um achado caracteristico, mas ndo exclusivo da doenca?. O
diagnéstico confirmatério deve-se a avaliacdo da atividade da BCKAD em
leucdcitos periféricos, cultura de linfoblastos ou fibroblastos dos pacientes e
biépsia hepatica?®.

A BCKAD possui trés sitios cataliticos, E1, E2 e E3. O gene de cada
subunidade estdo localizados em cromossomos diferentes. Mutacfes em
qualquer um desses genes podem levar a deficiéncia de BCKAD ocasionando a
MSUD. J& existem relatos de mais de 90 mutacfes nestes genes, mas ndo de
uma gue possua maior prevaléncia, exceto em estudo em comunidades isoladas
especificas. A abordagem molecular envolve uma avaliagdo completa desses 3
genes, e ndo avaliacdo isolada’.

A MSUD é passivel de tratamento através de restricdo dietética de BCAAs,

e com o tratamento precoce 0s pacientes geralmente tém bons resultados
clinicos. O tratamento visa normalizar as concentragbes de BCAAs, afim de
minimizar danos cerebrais, prevenindo o catabolismo proteico e manutencao da
sintese proteica normal, e deve ser iniciado 0 mais precocemente possivel.
Consiste em dieta hipercaldrica e hipoprotéica com utilizagdo de formulas
especificas contendo aminoacidos essenciais, excetos os acumulados na
doenca, com aporte de vitaminas e sais minerais?®. Apesar de ainda néo ter sido
descoberto um tratamento ideal para essa desordem metabdlica, terapias
auxiliares complementares tém sido estudadas com finalidade de melhorar a
10



adesdo de pacientes ao tratamento devido a restricdo dietética severa, como a
utilizacdo de fenilbutirato (acido fenilbutirico). Brunetti-Pierri et al.® analisaram
fibroblastos e plasma de pacientes MSUD suplementados com fenilbutirato (com
ingesta normal de proteinas na alimentacdo) e observaram que houve
diminuicdo dos niveis de BCAA e BCKA em plasma de pacientes MSUD e
aumento na atividade residual do BCKAD em células in vitro. Apesar de seu
mecanismo nao ser bem esclarecido, este composto é conhecido por diminuir as
concentragbes de BCAA em pacientes com desordens do ciclo da uréia®.
Ademais, o fenilbutirato vem sendo testado em outras doencas
neurodegenerativas como adjuvante no tratamento, como na Doenca de
Alzheimer e na Doenca de Parkinson'%1,

Os farmacos quando administrados de forma sistémica possuem
biodistribuicdo em todo o organismo, sendo necessario altas doses para que no
local de acao atinja-se a concentracdo terapéutica. Altas doses de farmaco,
podem acarretar toxicidade e efeitos adversos, portanto, a incorporacdo dos
mesmos em nanoparticulas parece ser vantajosa, visto que a utilizacdo de
nanoparticulas aumenta a concentracdo no sitio de acdo com menores doses,
reduzindo a possibilidade de efeitos adversos e aumentando a eficacia do
tratamento’?. Ja existem relatos na literatura de que nanoparticulas revestidas
com polissorbato 80 levam a um aumento da concentracao do farmaco no tecido
cerebral em comparacdo ao farmaco na forma livre e com outros
estabilizantes'3'4, Este revestimento possibilita a adsor¢do de apolipoproteinas
B e E, que estéo relacionadas a processos de endocitose mediada por receptor.
Essa adsorcédo faz com que essas particulas possam atuar como Cavalos-de-
Troia, podendo penetrar na barreira hematoencefalica®®.

Diante disso, este trabalho objetivou analisar a capacidade de uma
nanoparticula sintetizada contendo acido fenilbutiico em diminuir as
concentracfes dos metabdlitos acumulados na MSUD no plasma de ratos
submetidos a um modelo crénico da doenca.

METODOS

Preparacdo da nanoparticula contendo fenilbutirato

Uma quantidade determinada de acido fenilbutirico (10% p/v) foi dissolvida
em etanol e incorporada em monoleina durante 24h em banho a 40 £ 5 °C. Apés
evaporacao do etanol, a mistura resultante foi cisalhada na presenca de uma
solugéo aquosa de polissorbato 80 empregando-se o equipamento Ultra-Turrax
T10 basic (lka, Alemanha). Assim, foram obtidas duas formulagbes: 1°
Nanoparticula branca (contendo apenas monoleina e polissorbato 80) e 2°
Nanoparticula com acido fenilbutirico 10%6:17,

Modelo de inducéo crénica de MSUD

Foram utilizados 16 ratos Wistar de 5 a 7 dias de vida, machos e fémeas,
provenientes do biotério do Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). O modelo experimental foi adaptado de acordo com estudos utilizando
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Leu, lle e Val que mimetizaram em ratos as concentracdes cerebrais e
plasmaticas dos aminoacidos de pacientes acometidos com MSUD?*81°, Os ratos
foram submetidos ao modelo cronico de 15 dias, a fim de avaliar o efeito
neuroprotetor das nanoparticulas de acido fenilbutirico na presenca de altas
concentracbes de BCAA e divididos em 4 grupos: grupo controle (solucéo
salina); grupo acido fenilbutirico (50 mg/kg de peso corporal); grupo MSUD (pool
de BCAA: 15,8uL/g de peso corporal contendo 190 mmol/L Leu, 59 mmol/L lle e
69 mmol/L Val); grupo MSUD+nanoparticulas de acido fenilbutirico (50 mg/kg de
peso corporal de &cido fenilbutirico e pool de BCAA -15,8uL/g de peso corporal
contendo 190 mmol/L Leu, 59 mmol/L Ille e 69 mmol/L Val). Este trabalho foi
aprovado pela CEUA da UFRGS (n° 32104).

Obtencao da amostra biolégica

Apés anestesia, animais foram submetidos a perfuséo cardiaca para coleta
do sangue total e posterior separacdo do plasma. A anestesia foi preparada com
solugbes de ketamina 100 mg/mL e de xilazina 100 mg/mL utilizadas na
proporcao de 10:1 (ketamina:xilazina), em um volume de 1,1 mL/kg e dose de
100 mg de ketamina e 10 mg de xilazina por quilo de peso corporal por injecao
intraperitoneal. Em caso de sedacao insuficiente, foi repetida apenas a injecao
de ketamina em um volume de 1/3 a 1/2 do utilizado originalmente.

Quantificacdo dos metabdlitos acumulados no plasma

As concentragdes de Leu, lleu, Val foram analisadas em amostras de
plasma por método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, de acordo com
Joseph and Marsden, 1986, utilizando metanol e tampé&o fosfato como fase
movel, coluna de fase reversa (ODS) e detector de fluorescéncia®®. A
quantificacdo foi realizada por padronizacdo interna, empregando &cido
homocisteico. Os resultados foram expressos em pmol/L. As figuras 1,2,3 e 4
mostram os cromatogramas ilustrativos dos grupos Controle, MSUD, Nano e
Nano + MSUD, respectivamente.

Analise estatistica

Para a analise estatistica, foi utilizada ANOVA seguido de Tukey para
multipla comparacdo quando o valor de F foi significativo. Todas as analises
foram efetuadas através do software GraphPad Prism 7. Foram considerados
valores significativos quando p<0,05.

RESULTADOS

Os resultados referentes aos niveis de plasmaticos dos BCAAs estéo
demonstrados nas figuras 5, 6 e 7.

Na figura 5, verifica-se que o nivel de Leu foi significativamente maior
quando comparado o grupo MSUD com grupo Controle (p=0,0008). Com relag&o
aos grupos Nano e Nano + MSUD, observa-se que houve uma diminuicdo
estatisticamente significativa no contetdo de Leu quando comparados ao grupo
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MSUD (p=0,02), ficando os niveis estatisticamente igual ao grupo controle. Em
relacdo a figura 6, pode-se observar que houve um aumento significativo da lleu
no grupo MSUD quando comparado ao grupo Controle (p=0,0016) e diminuicao
no grupo Nano e Nano + MSUD em relacdo ao grupo MSUD (p=0,0019),
havendo reversdo para os valores do grupo controle. Na figura 7, pode-se
constatar que houve aumento estatiscamente significativo da Val no grupo
MSUD quando comparado ao Controle (p=0,0016) e diminuicdo nos grupos
Nano e Nano + MSUD quando comparados ao grupo MSUD (p=0,019 e
p=0,0081, respectivamente), reduzindo também significamente ao nivel de
controle.

DISCUSSAO

MSUD é um EIM, gue se caracteriza em termos bioquimicos pelo aumento
de BCAAs Leu, lleu e Val e seus correspondentes BCKAs. As concentragdes
meédias no plasma de criancas saudaveis sdo 120, 63 e 220 para Leu, lleu e Val,
respectivamente?!. Leu e seu cetoacido KIC sdo considerados os principais
metabdlitos relacionados com neurotoxicidade na doenca e o aumento das
concentracdes plasméaticas destes compostos esta associado ao aparecimento
de sintomas?. J& existem relatos que o dano cerebral tem sido relacionado a
desmielinizacdo®8??, reducdo na captacdo cerebral de aminoacidos
essenciais?®, apoptose neuronal®* e aumento da producéo da espécies reativas
em estudos em modelo animal e em pacientes MSUD 24:25:26.27,28,29,

A terapia dietética em pacientes MSUD visa reduzir rapidamente os
metabalitos toxicos, restringindo os niveis de BCAAs da dieta a quantidades que
permitam aos individuos atingir e manter concentracbes plasmaticas de
aminoacidos de BCAAs dentro das faixas de tratamento alvo, reduzir o
catabolismo, promover o anabolismo, monitorar o estado nutricional e alterar a
ingestao para promover o crescimento normal, desenvolvimento e manutencao
da saude. Para tanto, a dieta de pacientes com MSUD deve ser restrita em
alimentos altamente proteicos, como carnes, ovos, leguminosas, leites e
derivados e suplementada com férmula metabdlica especial isenta de BCAAs
para que sejam supridas as necessidades proteicas e energéticas da crianca.
Esta dieta restrita e severa torna-se o principal fator pela falta de adeséo do
paciente ao tratamento®°. Assim, terapéuticas alternativas e inovadoras para a
MSUD vém sendo testadas afim de melhorar a adeséao do paciente.

O transplante hepatico tem sido utilizado no tratamento de pacientes com
MSUD, sendo capaz de normalizar os niveis plasmaticos de BCAAs,
aumentando a tolerédncia a leucina em mais de dez vezes. A taxa de
sobrevivéncia tem sido proxima a 100% com observada estabiliza¢do no quadro
clinico do paciente, mas sem reversdo do dano cerebral®'. Herden et al.?
recentemente relataram o primeiro caso de transplante domind (esta prética
consiste nos transplantes simultaneo entre trés pessoas ou mais, hormalmente
um falecido e dois vivos) onde foram necessarios apenas um figado de paciente
em Obito e outras trés pessoas simultaneamente se beneficiaram deste enxerto,
sendo umas delas, paciente MSUD. O paciente MSUD doador, antes do
transplante possuia concentracfes plasmaticas de Leu, lleu e Val muito
elevados sendo a de Leu 646,2 umol/L. Apds nove meses do transplante e sem
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utilizacdo de dieta restritiva, a concentracado de Leu reduziu para 194,2 pmol/L
neste paciente, mantendo-se levemente elevada, mas de forma estavel. Os
demais pacientes mantiveram seus niveis de Leu dentro da faixa de normalidade
e nao sofreram nenhuma complicacdo devido ao enxerto. Em pacientes com
curso grave da doencga e ndo responsivos a dieta, o transplante dominé mostrou
ser uma estratégia de tratamento com resultados muito satisfatorios, embora
seja um tratamento muito recente, invasivo e que exige altos investimentos 2.

O &cido fenilbutirico, j& aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) quando utilizado na forma de fenilbutirato de sodio (NaPBA) ja mostrou
ser eficaz no tratamento de hiperamonemia em pacientes com disturbios
relacionados a EIM do ciclo da uréia, onde visam, juntamente com dieta restrita
de proteinas, reduzir os niveis de nitrogénio no organismo, fornecendo uma via
alternativa para excrecdo deste metabdlito®3. O NaPBA, um pré-farmaco, é
metabolizado no composto ativo fenilacetato. O fenilacetato conjuga-se com a
glutamina via reacao de acetilacdo para formar o produto fenilacetilglutamina,
que € excretado pelos rins, fornecendo um mecanismo alternativo para a
excrecdo de nitrogénio residual 3.

Estudos recentes demonstram que a utilizacdo de NaPBA parece reduzir
seletivamente os niveis de BCAA, ao passo que nao altera os niveis de outros
aminoacidos essénciais®®. Burrage et al.*® em um estudo colaborativo e
multicéntrico do Consorcio dos Transtornos do Ciclo da Ureia, avaliaram o
tratamento com fenilbutirato de sddio em 553 pacientes com disturbios do ciclo
da uréia e concluiram que este pré-farmaco reduz os niveis plasméticos de
BCAAs, mas o0 mecanismo pelo qual ocorre essa reducdo néo foi esclarecido®®.
Estes resultados vado de encontro aos achados neste trabalho no qual foi
verificado diminuicdo plasmaticas de Leu, lleu e Val no modelo animal crénico
de MSUD.

Em um estudo de caso envolvendo descricdo de um paciente com
descompensacdo metabdlica na fase aguda da MSUD, onde por dificuldades
técnicas, procedimentos extracorpéreos nao estavam disponiveis (didlise
peritoneal e hemofiltracdo), a utilizacdo de NaPBA foi eficaz na diminuicdo dos
niveis de BCAAs e diminuicdo de sintomas neuropsicomotores®’.

Brunetti-Pierri et al.® investigaram o potencial tratamento com fenilbutirato
para reduzir o BCAA e seus correspondentes BCKA em pacientes com formas
classicas intermediaria de inicio tardio da MSUD. Descobriram que 0s niveis de
BCAAs e o BCKAs foram significativamente reduzidos apoOs terapia com
fenilbutirato em individuos controles e em pacientes com MSUD intermediaria de
inicio tardio. O tratamento in vitro com fenilbutirato em fibroblastos e linfoblastos
do controle resultou num aumento da atividade enzimatica residual de BCKAD,
enguanto o tratamento de células MSUD resultou em respostas diversas que nao
foi capaz de predizer a resposta bioquimica nos pacientes. O fenilbutirato in vivo
aumenta a propor¢cdo da enzima hepatica ativa e a forma néo fosforilada sobre
a forma fosforilada inativa da subunidade E1a do BCKDC. Apds a utilizacio de
enzimas recombinantes, estes autores demonstraram que o fenilbutirato previne
a fosforilacdo de E1a pela inibicdo da BCKDC quinase para ativar a atividade
global do BCKDC. Estes experimentos fornecem uma explicagdo molecular para
o efeito do fenilbutirato em pacientes MSUD®. Neste artigo, Brunetti-Pierri et al.®
indagam sobre a necessidade de se testar este tratamento a longo prazo em
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pacientes com MSUD, o que pretendemos fazer no futuro em nosso grupo de
pesquisa. Nosso experimento animal em modelo crénico de MSUD, com
tratamento de 15 dias, forneceu resultados que corroboram com os achados
obtidos por Brunetti-Pierri et al.® nos niveis dos aminoacidos de cadeia
ramificada. Além disso, demonstramos diferente destes autores, que o
fenilbutirato na forma nanoparticulada pode ser benéfico a pacientes portadores
de MSUD, uma vez que poderia levar a uma reducdo substancial dos niveis
cerebrais dos BCCAs, conferindo neuroprotecdo as graves manifestacdes
neurolégicas que acometem esses pacientes

Nossos resultados demostraram que houve diminuigdo estatisticamente
significativa dos BCAAs no plasma de animais MSUD, ilustrando que o
tratamento com nanoparticula de acido fenilbutirico torna-se eficaz quando
testado em ratos com modelo crénico da doenca. Este resultado é bastante
promissor, mas, entretanto, ainda deve ser testado em pacientes. Cabe salientar
que o efeito de nanoparticulas de acido fenilbutirico nos niveis dos BCAAs no
tecido cerebral de ratos submetidos ao modelo de MSUD ser& verificado em
breve por nosso grupo de pesquisa, 0 que permitira compreender se este
composto ter4 a capacidade de reduzir as concentracdes destes aminoéacidos,
em especial de Leu, a nivel de sistema nervoso central.
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Figura 1: Cromatograma de plasma de rato controle submetido ao modelo
cronico de MSUD. A analise foi realizado usando uma coluna de fase reversa
(ODS 25 cm x 4,6 mm x 5 ym) e deteccao fluorescente apds a pré-coluna,
derivatizacdo com OPA (5,4 mg OPA em 1 mL de sédio 0,2 M borato, pH 9,5)
mais 4% de mercaptoetanol. O fluxo foi ajustado para 1,4 mL/min em um
gradiente da fase movel de metanol e tampéao fosfato de sédio 0,5 M, pH 5,5
(tampéo A, 80% de metanol; tampéo B, 20% de metanol). Corrida de 45 min.
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Figura 2: Cromatograma de plasma de rato MSUD submetido ao modelo
cronico de MSUD. A andlise foi realizado usando uma coluna de fase reversa
(ODS 25 cm x 4,6 mm x 5 ym) e deteccao fluorescente apds a pré-coluna,
derivatizacdo com OPA (5,4 mg OPA em 1 mL de sédio 0,2 M borato, pH 9,5)
mais 4% de mercaptoetanol. O fluxo foi ajustado para 1,4 mL/min em um
gradiente da fase movel de metanol e tampéao fosfato de sédio 0,5 M, pH 5,5
(tampéo A, 80% de metanol; tampéo B, 20% de metanol). Corrida de 45 min.
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Figura 3: Cromatograma de plasma de rato Nano submetido ao modelo
cronico de MSUD. A anélise foi realizado usando uma coluna de fase reversa
(ODS 25 cm x 4,6 mm x 5 ym) e deteccao fluorescente apds a pré-coluna,
derivatizacdo com OPA (5,4 mg OPA em 1 mL de sédio 0,2 M borato, pH 9,5)
mais 4% de mercaptoetanol. O fluxo foi ajustado para 1,4 mL/min em um
gradiente da fase movel de metanol e tampéao fosfato de sédio 0,5 M, pH 5,5
(tampéo A, 80% de metanol; tampéo B, 20% de metanol). Corrida de 45 min.
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Figura 4: Cromatograma de plasma de rato Nano + MSUD submetido ao
modelo crénico de MSUD. A anélise foi realizado usando uma coluna de fase
reversa (ODS 25 cm x 4,6 mm x 5 ym) e detecgao fluorescente apds a pré-
coluna, derivatizagcdo com OPA (5,4 mg OPA em 1 mL de sodio 0,2 M borato, pH
9,5) mais 4% de mercaptoetanol. O fluxo foi ajustado para 1,4 mL/min em um
gradiente da fase movel de metanol e tampéao fosfato de sédio 0,5 M, pH 5,5
(tampéo A, 80% de metanol; tampéo B, 20% de metanol). Corrida de 45 min.
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Figura 5: Efeito da administracdo de nanoparticula de &cido fenilbutirico
(50 mg/kg) sobre os niveis de leucina (Leu) em plasma de ratos submetidos ao
modelo crénico de MSUD. Resultados expressos em média + desvio padréo (n=
4). (a) p<0.05 comparado ao grupo controle e (b) p<0,05 comparado ao grupo
MSUD (ANOVA seguido de Tukeypara multipla comparacao).
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Figura 6: Efeito da administragdo de nanoparticula de &cido fenilbutirico
(50 mg/kg) sobre os niveis de isoleucina (lle) em plasma de ratos submetidos ao
modelo crénico de MSUD. Resultados expressos em média + desvio padrao (n=
4). (a) p<0,05 comparado ao grupo controle e (b) p<0,05 comparado ao grupo
MSUD (ANOVA seguido de Tukey para multipla comparacao).
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Figura 7: Efeito da administracdo de nanoparticula de &cido fenilbutirico
(50 mg/kg) sobre os niveis de valina (Val) em plasma de ratos submetidos ao
modelo crénico de MSUD. Resultados expressos em média + desvio padréo (n=
4). (a) p<0,05 comparado ao grupo controle e (b) p<0,05 comparado ao grupo
MSUD (ANOVA seguido de Tukey para multipla comparacao).
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ANEXO 1 - NORMAS PARA A REVISTA

Instrucbes para autores
Politica:

A Pesquisa Clinica e Biomédica (CBR), anteriormente “Revista HCPA”, é
uma publicacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e da Escola de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FAMED / UFRGS). E
um peridédico cientifico de livre acesso que visa publicar artigos de todas as areas
relevantes nas Ciéncias da Saude, incluindo clinica e pesquisa béasica. Os
critérios de selecdo para publicacdo incluem: originalidade, relevancia do tema,
qualidade metodolégica e adequacao as normas editoriais das revistas.

A CBR apdia as politicas para o registro de ensaios clinicos da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) [http://www.who.int/ictrp/en/] e o Comité Internacional
de Editores de Revistas Médicas (ICMJE) [http://www.icmje.org/]. Portanto, o
CBR somente aceitar artigos de pesquisa clinica que tenham recebido um
ndamero de identificagdo do Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC)
[http://mww.ensaiosclinicos.gov.br] ou outro banco de dados oficial dedicado ao
registro de ensaios clinicos.

Todos os artigos publicados sao revisados por pares de maneira
duplamente cega. Uma vez que o artigo seja aceito para publicacdo, seus
direitos autorais sdo automaticamente transferidos para o periddico. O contetdo
dos manuscritos submetidos para publicacdo no CBR implica que ele ndo tenha
foi publicado anteriormente e que nao foi submetido a outro periédico. Para ser
publicado em outros lugares, mesmo em parte, os artigos publicados em CBR
requerem aprovacdo dos editores. Os conceitos e declaracdes contidos nos
documentos sdo de inteira responsabilidade dos autores. Os artigos podem ser
escritos em portugués, inglés ou Espanhol. As submissdes em inglés sdo
fortemente encorajadas pelos editores.

O manuscrito deve se encaixar em uma das diferentes categorias de artigos
publicados pela revista, como segue:

FORMULARIO E PREPARACAO DE ARTIGOS

As seguintes categorias de contribuicbes serdo consideradas para
publicacao

Editorial;

Revisao critica e minuciosa, preparada a convite dos editores, e submetida
por um autor com renomados conhecimentos sobre o assunto. Editoriais podem
ter até 1.000 palavras. Esta secdo pode incluir o editorial de apresentacéo do
periodico, assinado pelo editor, além de editoriais especiais que compreendem
colaborag6es solicitadas sobre temas ou sobre artigos publicados no Jornal.

25



Artigos de Reviséo:

Artigos que visam sintetizar e avaliar criticamente o conhecimento atual
sobre tema particular. Eles ndo devem conter mais de 6.000 palavras. Esses
artigos devem apresentar um resumo nao estruturado, com no maximo 200
palavras (exceto: revisbes sistematicas - ver estrutura abstrata em “Artigos
Originais”) e uma lista, mas de preferéncia com ndao mais de 80 referéncias.As
tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apos as
referéncias) e os numeros devem ser enviados como documentos adicionais em
arquivos individuais.

Artigos especiais:

Manuscritos solicitados exclusivamente pelos editores, sobre assunto de
relevancia cientifica, a autores com expertise reconhecida na area, e que nao
atendam aos critérios de Editoriais.

Artigos Originais:

Artigos com resultados de pesquisa ndo publicados, incluindo estudos
completos que contenham informacdes relevantes para que o leitor possa avaliar
seus resultados e conclusdes, bem como replicar a pesquisa. Sua estrutura
formal deve apresentar os seguintes tépicos: Introducdo, Métodos, Resultados e
Discussao. As conclusdes devem ser no ultimo paragrafo da Discusséo, nao
exigindo uma secado especifica. Implicacdes clinicas e limitagbes do estudo
devem ser mencionadas. Para artigos originais, um resumo estruturado deve ser
apresentado (Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes) em Portugués e
Inglés, nos casos em que o artigo ndo é escrito inteiramente em inglés. Os
resumos (Portugués, espanhol ou inglés) ndo deve exceder 250 palavras.

Artigos submetidos nesta categoria ndo devem exceder 3.000 palavras.
Tabelas devem ser incluidos no mesmo arquivo do manuscrito (apdés as
referéncias) e as figuras enviadas como um documento adicional em arquivos
individuais.

Relatos de casos:

Artigos baseados em casos peculiares e breves comentarios sobre a
importancia do caso em relagdo ao conhecimento existente no campo. Eles
devem conter até 1.000 palavras, com um total de ndo mais que duas tabelas ou
figuras e 15 referéncias, uma vez apresentando a revisédo de literatura ndo é o
propésito dos relatérios.

Sua estrutura deve apresentar os seguintes tépicos: Introdugéo, explicando
a relevancia do caso; Apresentacdo do caso (Relato de Caso) e Discusséo.
Relatos de casos devem descrever descobertas novas ou incomuns, ou oferecer
novos insights sobre problema. O contelddo deve ser limitado a fatos relevantes
para o caso. O confidencialidade em relacdo a identificacdo do paciente é
fundamental, por isso 0s autores ndo devem relatar quaisquer datas precisas,
iniciais ou qualquer outra informacao irrelevante para o caso, mas que pode
possivelmente identificar o paciente.
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Os relatérios de caso devem ter um resumo nao estruturado com no
maximo 150 palavras.

As tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (ap0s
referéncias) e figuras deve ser enviado como documentos adicionais em
arquivos individuais.

Relatos de Casos: Imagens em Medicina

Seccéo dedicada a publicacdo de imagens informativas, que sdo incomuns
e / ou de amplo interesse em situacdes clinicas. Ndo deve conter mais de 500
palavras e um total de 5 referéncias. Duas a trés imagens (com resolucao de
pelo menos 300 dpi).

Cartas:

Pareceres e comentarios sobre um artigo publicado na Revista, sobre
temas de interesse cientifico, relevancia, e / ou observacdes clinicas
preliminares. O texto deve ser conciso, sem mais de 500 palavras. Apenas uma
tabela e uma figura sdo permitidas, e um maximo de cinco referéncias. Eles nao
devem ter um resumo.

Comunicacéao Breve:

Comunicagcbes breves sao resultados de pesquisa originais, mas
preliminares ou mais especificos contenham todas as informacdes relevantes
para que o leitor possa avaliar seus resultados e conclusdes, bem como replicar
a pesquisa. A estrutura é semelhante ao original artigos; no entanto, 0s resumos
(portugués, espanhol ou inglés) ndo devem exceder 150 palavras e o texto ndo
devem exceder 1.200 palavras. Um maximo de dois Tabelas / figuras séo
aceitos.

Apéndice:

Além de edicdes regulares, a CBR publica o apéndice da Semana de
Ciéncia do HCPA.

CONFLITOS DE INTERESSE

Conflitos de interesse surgem quando o autor tem relagdes financeiras ou
pessoais que poderia influenciar de forma inadequada o seu julgamento
profissional. Essas relacdes podem criar tendéncias favoraveis ou desfavoraveis
para um papel e prejudicar a objetividade da analise. Os autores devem divulgar
possiveis conflitos de interesse e devem ser feitos no momento da submissao
do manuscrito.

E a critério do editor decidir se essa informacédo deve ser publicada ou n&o
e se deve usa-lo para decisGes editoriais. Uma forma comum de conflito de
interesse é o financiamento de pesquisas de terceiros que podem ser empresas,
orgdos governamentais ou outros. Esta obrigacdo para com a entidade
financiadora pode levar o pesquisador a obter resultados tendenciosos,
influenciando inadequadamente (enviesamento) seu trabalho. Os autores devem
descrever a interferéncia da entidade financiadora em qualquer etapa da
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pesquisa, bem como a forma de financiamento e o tipo de relacionamento
estabelecido entre o patrocinador e o autor. Os autores podem optar por informar
0S nomes dos revisores para 0S quais seu artigo ndao deve ser enviado,
justificando-se.

PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE

Informacdes e fotos de pacientes que permitam sua identificacdo devem
ser publicado com autorizagao formal por escrito do paciente, e somente quando
necessario para o propadsito do estudo. Para autorizacao formal, o paciente deve
conhecer o conteudo do artigo e estar ciente de que este artigo pode ser
disponibilizado na Internet. Em caso de duvida sobre a possibilidade de
identificar um paciente, como no caso de fotos com listras sobre os olhos, uma
autorizacao formal deve ser obtida. No caso de distor¢cao de dados para impedir
a identificacdo, os autores e editores devem que tais distorgcbes nao
comprometem os resultados do estudo.

EXPERIENCIAS COM SERES HUMANOS E ANIMAIS

Todo o contelido relacionado a pesquisa com seres humanos e animais
deve ter aprovacao prévia pelo Comité de Etica em Pesquisa ou pelo Comité de
Etica em Animais, respectivamente. Os trabalhos devem estar de acordo com as
recomendacdes da Declaracdo de Helsinquia (atual ou atualizada), a Resolucéo
CNS n. 466/2012 e suas complementares regulamentos, bem como a Lei n.
11.794 / 2008 para estudos em animais. E importante indicar o nimero do
registro do projeto no respectivo Comité ou Comité Etico, bem como no Comité
Nacional de Etica em Pesquisa, se aplicavel.

PREPARACAO DO ARTIGO

O registro no sistema como autor e posterior acesso com login e senha séo
obrigatorias para enviar e verificar o status dos envios.

Identificacdo: deve incluir: a) Titulo do artigo, claro e conciso. Nao use
abreviaturas. Deve haver uma versdo do titulo reduzido para aparecer no
cabecalho bem como um titulo no idioma Inglés; b) nome completo dos autores;
c) Instituicdo e o sector ou unidade da instituicdo a que cada um dos autores €
filiado (titulos pessoais e cargos ocupados ndo devem ser mencionados); d)
Indicagdo do autor correspondente, acompanhado do endereco eletrénico; e) Se
tiver sido apresentado em um laboratorio cientifico reunido, o nome do evento, o
local ea data de conclusdo devem ser indicado.

OS NOMES DE TODOS OS AUTORES DO MANUSCRITO DEVEM SER
INDICADOS NO SISTEMA

Resumo e palavras-chave: Os artigos devem ter um resumo em inglés.
Verificando a estrutura e numero de palavras descritas para cada tipo especifico
de artigo (ver acima). Os resumos estruturados, necessarios apenas para artigos
originais, devem apresentar o nome das subdivisdes que compdem a estrutura
formal do artigo no inicio de cada paragrafo (Introducdo, Métodos, Resultados e
Conclusdes). As palavras-chave - expressfes que representam o assunto do
artigo - deve ser em numero de 3 a 10, fornecido pelo autor, com base no DeCS
(Descritores em Ciéncias da Saude) publicado pela Bireme, que é uma
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traducdoda MeSH (Medical SubjectHeadings) da National Library of Medicine,
disponivel em o seguinte endereco eletrénico: http://decs.bvs.br.

Manuscrito: deve estar de acordo com a estrutura requerida para cada
categoria de artigo. Citacbes de texto e referéncias citadas nas legendas de
tabelas e figuras devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que
aparecem no texto, com algarismos arabicos. As referéncias devem ser citadas
no texto como no exemplo: Referéncial

Tabelas: devem ser numeradas consecutivamente, com algarismos
arabicos, na ordem que eles foram citados no texto e encabecados por um titulo
adequado. Eles devem ser citados no texto, mas a informacao duplicada deve
ser evitada. As tabelas, com titulos e notas de rodapé, devem ser
autoexplicativas. As abreviaturas devem ser especificadas como notas de
rodapé sem indicacdo numérica. As notas de rodapé restantes devem ser
numeradas em algarismos arabicos e escritos em sobrescrito.

Figuras e gréficos: llustracbes (fotografias, gréaficos, desenhos, etc.)
devem ser enviadas artigos separados, em formato JPG (em alta resolucao -
pelo menos 300 dpi). Eles devem ser numerados consecutivamente com
algarismos arabicos, no outro sé@o citados no texto e deve ser suficientemente
claro para a reproducdo e na mesma lingua que o texto. Fotocopias nédo serdo
aceitas. Se houver figuras extraidas de outros estudos anteriormente publicados,
os autores devem fornecer uma permissao por escrito para reproducéo. Esta
autorizacdo acompanhard os manuscritos submetidos para publicagdo. As
figuras devem ter um titulo e subtitulo (se necessério), o que deve deve preceder
a figura em si.

Abreviaturas: as abreviaturas devem ser explicadas na primeira mengao.
No resto do artigo, ndo € necessario repetir o nome completo.

Nome dos medicamentos: o nome genérico deve ser usado.

No caso de citar aparelhos / equipamentos: todos os aparelhos /
equipamentos citados devem incluir modelo, nome do fabricante, estado e pais
de fabricacgéo.

Agradecimentos: deve incluir a colaboracdo de pessoas, grupos ou
instituicbes que contribuiram para o estudo, mas cujas contribuicbes nao
justificam sua inclusdo como autores; este item deve incluir também os
agradecimentos por apoio, assisténcia técnica, etc. Este item deve vir antes das
referéncias.

Conflitos de interesse: Se houver algum conflito de interesse (veja
acima), deve ser declarado. Caso néo haja, coloque nesta segao: “Os autores
declaram nao haver conflitos de interesse”

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na hora em que
sdo mencionados no texto e identificados com algarismos arabicos. A
apresentacado deve ser baseado em um formato chamado “Vancouver Style”,
como os exemplos abaixo, e os titulos de periédicos devem ser abreviados de
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acordo com o estilo apresentado pela Lista de Periddicos. Indexado em Index
Medicus, da  National Library of  Medicine, disponivel em:
ftp://nimpubs.nlm.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf. Os autores devem garantir
que as referéncias citadas no texto aparecam na lista de referéncias com datas
exatas e nomes dos autores escritos corretamente. A precisao das referéncias é
responsibilidade dos autores. Comunica¢des pessoais, artigos ndo publicados
ou inacabados podem ser citado quando absolutamente necessario, mas nao
deve ser incluido na lista de referéncia e citado apenas no texto. A submissao
dos trabalhos inéditos mencionados no manuscrito pode ser solicitado a critério
dos editores.

Exemplos de referéncias de citagdes:
Artigos de revistas (de um a seis autores)

Almeida OP. Autoria de artigos cientificos: o que faz os tais autores?
RevBras Psiquiatr. 1998;20:113-6.

Artigos de revistas (mais de seis autores)

Slatopolsky E, Weerts C, Lopez-Hilker S, Norwood K., Zink M, Windus D,
et al. Calcio carbonato como aglutinante de fosfato em pacientes com
insuficiéncia renal crénica dialise. N Engl J Med. 1986;315:157-61.

Artigos sem o0 nome do autor
Cancer na Africa do Sul [editorial]. S AfrMed J. 1994;84:15.
Livros

Ringsven MK, Bond D. Gerontologia e habilidades de lideranca para
enfermeiros. 22 ed. Albany (NY): Editores Delmar; 1996.

Capitulos de um livro

Phillips SJ, Whisnant JP. Hipertensdo e acidente vascular cerebral. In:
Laragh JH, Brenner BM, editores. Hipertensdo: fisiopatologia, diagndstico e
manejo. 22 ed. Nova lorque: Raven Pressione; 1995. p.465-78

Livros em que editores (organizadores) sao autores

Norman |J, Redfern SJ, editores. Cuidados de saude mental para pessoas
idosas. Nova york: Churchill Livingstone; 1996.

Teses

Kaplan SJ. Cuidados de saude domiciliar pos-hospitalar: o acesso e a
utilizacao do idoso [dissertacao]. St. Louis (MO): Unidade de Washington; 1995.

Artigos apresentados em conferéncias

Bengtsson S, Solheim BG. Aplicagéo da protecéo de dados, privacidade e
seguranca em informatica médica. Em: Lun KC, Degoulet P, TE Piemme,
Rienhoff O, editores. MEDINFO 92. Anais do 7° Congresso Mundial de
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Informatica Médica; 6-10 de setembro de 1992; Genebra, Suica. Amesterdao:
Holanda do Norte; 1992. p. 1561-5.

Artigos de jornal eletronico

Morse SS. Fatores no surgimento de doencas infecciosas. EmerglinfectDis
[serial infect online] 1995 Jan-Mar [citado 1996 Jun 5]; 1 (1): [24 telas]. Disponivel
a partir de: URL: http: //www.cdc.gov/ncidod/ElID/eid.htm.

Outros tipos de referéncia devem seguir o documento:

Exigéncias uniformes do Comité Internacional de Editores de Revistas
Médicas (ICMJE) para Manuscritos

Submetido a Revistas Biomédicas: Referéncias de Amostra
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html)
Requerimentos técnicos

Documento do Microsoft Word (.doc ou .rtf), espaco individual, tamanho da
fonte 12, margens de 2 cm cada lado, pagina de titulo, resumo e descritores,
texto, agradecimentos, referéncias, tabelas e legendas, e as figuras devem ser
enviadas em jpg ou tiff em uma resolucéo de pelo menos de 300 dpi.
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