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Quem passou pela vida em branca nuvem
E em placido repouso adormeceu;

Quem n&o sentiu o frio da desgraca,
Quem passou pela vida e ndo sofreu;

Foi espectro de homem, ndo foi homem,

S6 passou pela vida, ndo viveu.

Francisco Otaviano
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RESUMO

O acumulo tecidual de homocisteina (Hcy) ocorre na homocistindria classica, um erro
inato do metabolismo dos aminoécidos. Pacientes afetados por esta doenga apresentam
alteracbes neuroldgicas e cardiovasculares. Os mecanismos pelos quais a Hcy exerce 0s
efeitos neuro e cardiotoxicos ainda ndo foram totalmente esclarecidos, entretanto, alguns
trabalhos mostram que a hiper-homocisteinemia crénica induz estresse oxidativo e altera
pardmetros inflamatérios em cérebro e coracdo de ratos. Por outro lado, o &cido
acetilsalicilico (AAS) apresenta acdo anti-inflamatoria e antioxidante. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos do pré-tratamento com AAS sobre pardmetros de estresse
oxidativo no coragdo de ratos submetidos & administracdo aguda de Hcy. Ratos Wistar de 22
dias receberam pré-tratamento com AAS (100mg/Kg) e/ou solucéo de bicarbonato de sédio
1,1% (controle) uma vez ao dia pela via intraperitoneal durante 7 dias; no 8° dia receberam
uma Unica injecdo subcutanea de Hcy (0,6 pmol /g peso corporal) ou solucdo de bicarbonato
de sodio tamponada. Uma hora apds a injecéo, os ratos foram mortos e o coragdo dissecado.
Os resultados demonstraram que a administracdo aguda de Hcy alterou os parédmetros de
estresse oxidativo, além de aumentar a atividade da superdxido dismutase e diminuir a
atividade da catalase. Em contraste, ndo houve alteragdo na atividade da glutationa
peroxidase. O AAS preveniu todas as alteragGes causadas pela Hcy sobre os pardmetros
avaliados. Nossos estudos demonstram que o pré-tratamento com AAS preveniu a inducéo do
estresse oxidativo causada pela Hcy em coragdo de ratos, provavelmente devido as suas

propriedades antioxidantes.

Palavras chave: Homocisteina. Homocistiniria. Estresse Oxidativo. Acido

acetilsalicilico.



ABSTRACT

The tissue accumulation of homocysteine (Hcy) occurs in classical homocystinuria, an
inborn error of amino acid metabolism. Patients affected by this disease have neurological
and cardiovascular symptoms. The mechanisms by which Hcy exerts neuro and cardiotoxic
effects have not been fully clarified, however, some studies show that chronic
hyperhomocysteinemia induces oxidative stress parameters and inflammatory changes in
rat brain and heart. On the other hand, acetylsalicylic acid (ASA) has anti-inflammatory and
antioxidant. The aim of this study was to evaluate the effects of pretreatment with ASA on
parameters of oxidative stress in the heart of rats subjected to acute administration of Hcy.
Wistar rats received 22 days of pretreatment with ASA (100mg/kg) and / or solution of
sodium bicarbonate 1.1% (control) once daily intraperitoneally for 7 days. On Day 8 they
received a single subcutaneous injection of Hcy (0.6 pumol / g body weight) or sodium
bicarbonate buffered solution. One hour after injection, the rats were killed and the hearts
dissected. The results showed that acute administration of Hcy altered parameters of

oxidative stress, and increased the activity of superoxide dismutase and lower catalase
activity. In contrast, there was no change in the activity of glutathione peroxidase. ASA
prevented all changes caused by Hcy on the parameters evaluated. Our studies show that

pretreatment with ASA prevented the induction of oxidative stress caused by Hcy in rat

heart, probably due to its antioxidant properties.

Keywords: Homocysteine. Homocystinuria. Oxidative Stress. Acetylsalicylic acid.



INTRODUCAO

A homocistindria classica € um erro inato do metabolismo de aminoacidos causada
pela inibicdo da enzima cistationa-B-sintase (CBS), sendo caracterizada pelo aumento de
homocisteina (Hcy) e metionina no organismo (MUDD et al., 2001).

O aumento nos niveis de Hcy tem sido considerado um fator de risco para doengas
cardiovasculares (MUDD et al., 2001). As alteragdes vasculares causadas pela hiper-
homocisteinemia tém sido relacionadas com o crescimento da musculatura lisa vascular,
adesividade plaquetéria e ativacdo da cascata da coagulagdo (DURAND et al., 1993).
Acredita-se que um dos mecanismos envolvidos nas alteragdes causadas pela Hcy seja o
estresse oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a formagéo de espécies oxidantes e
0s compostos antioxidantes enddgenos, gerando um ambiente propicio a ocorréncia de lesdes
oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1991). Estudos anteriores demonstraram que a administracdo cronica de Hcy altera
parametros de estresse oxidativo no coracdo de ratos (KOLLING et al., 2011), podendo estar
envolvida com a alteracéo de enzimas importantes do mdsculo cardiaco (REDON et al., 2006;
YILMAZ et al., 2006).

O &cido acetilsalicilico (AAS), acido fraco, pertencente a classe dos salicilatos, possui
acdo antipirética, analgésica e anti-inflamatoria, além de apresentar atividade antioxidante
(FUCHS & WANNMACHER, 2004; RENNA et al., 2009). Esse farmaco é relativamente
insolivel em solugdo aquosa, porém seus sais de sodio e de célcio sdo prontamente sollveis.
Sua hidrdlise ocorre sob a acéo de esterases no plasma e nos tecidos produzindo o salicilato,
seu tempo de meia vida plasmética é de 15 minutos, porém a duracdo de sua agdo estd
relacionada a sua ligacdo irreversivel com as enzimas ciclooxigenases, acetilando-as
covalentemente. Essas isoenzimas participam do metabolismo do &cido araquiddnico,
promovendo o bloqueio da sintese de tromboxanos e evitando a agregagdo plaquetéria
(FUCHS & WANNMACHER 2004; MONTEIRO et al., 2008; RANG et al, 2007).

Considerando que pacientes com hiper-homocisteinemia severa desenvolvem
arteriosclerose e apresentam disfuncdo cardiaca precoce, e que o estresse oxidativo parece
estar relacionado com alteragGes vasculares, delineamos este estudo com o objetivo de
investigar o possivel efeito protetor do AAS sobre o estresse oxidativo em coragdo de ratos

submetidos ao modelo agudo de hiper-homocisteinemia severa.



MATERIAIS E METODOS
Animais

Ratos Wistar (22 dias de idade) de ambos os sexos, foram obtidos do Biotério do
Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. Os animais tinham livre acesso a agua e a
alimentagdo padréo livre com ciclo de 12 h claro-escuro em salas climatizadas (20°C * 1°C).
Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes governamentais oficiais conforme a
Federacdo da Sociedade Brasileira para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité de
Etica da UFRGS.

Administracio aguda de Hcy e o tratamento com AAS

Os animais foram randomizados em quatro grupos: grupo 1: (Controle), grupo 2
(Hey), grupo 3 (Hcy + AAS) e grupo 4 (AAS). Sendo submetidos a um pré tratamento com
AAS (100 mg/Kg de peso corporal) do 22° ao 28° dias de vida, os animais controle receberam
uma solucdo de bicarbonato de sédio 1,1%, tamponado a pH 7,4 (SAAD-HOSSNE et. al.
2004). A administracdo foi realizada pela via intraperitoneal uma vez ao dia. Aos 29 dias de
vida receberam uma Unica injecdo subcuténea de Hcy (0,6 umol/g peso corporal) (STRECK
et al, 2003). Os animais do grupo controle receberam solucdo de bicarbonato de sddio 1,1%
no mesmo volume que os animais tratados com AAS e Hcy. Os ratos foram mortos por
decapitacdo 1h apos a injecdo de Hcy e o coragdo foi dissecado para a realizagdo das anélises

bioquimicas.
Preparacéo Tecidual

O coragdo foi homogeneizado 1:10 (p/v) em tampé&o fosfato de sédio 20mM contendo
KCI 140mM, pH 7,4. As amostras foram centrifugadas a 3500 RPM por 10 minutos a 4°C,
para descartar ndcleos e restos celulares. O sedimento foi descartado e o sobrenadante

reservado para a realizagdo dos ensaios bioquimicos.

10



Determinacéo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

TBARS é uma medida para determinar a peroxidac&o lipidica, é uma técnica na qual o
tecido homogeneizado é submetido & reacdo do &cido tricloroacético 20% e 4cido
tiobarbitarico 0,8%, sendo aquecido em banho-maria por 60 min., resultando um composto
roseo (OHKAWA et al., 1979). A TBARS foram determinadas pela absorvancia a 535 nm e

os resultados quantificados como nmol de malonaldeido por mg de proteina.

Oxidacéo do 2°, 7’ diclorofluoresceina (DCFH)

A oxidacdo da 2'7' diclorofluoresceina (H2DCF) é um método de determinagédo
indireta de espécies reativas. O ensaio baseia-se na conversio do DCFH-DA em
diclorofiuoresceina (DCF) na presenca de especies reativas (LEBEL et al., 1992). O
composto fluorescente formado foi determinado em 480 nm na fase de excitagdo e 525 nm na

fase de emissdo. Os resultados foram expressos em nmol / mg de proteina.

Conteudo de carbonilas
O contetdo de proteina carbonilada foi determinado pela reacéo de grupos carbonila
com 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona (NAKAMURA & GOTO,

1996). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

Determinacéo da Atividade Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada em leitora Spectramax M5/M5 (Molecular
Devices, MDS Analitica Technologies, Sunnyvale, Califérnia, EUA). Esse método é baseado
na capacidade de auto-oxidacio do pirogalol (MARKLUND, 1985). E um processo altamente
dependente de superdxido (O), sendo este, substrato para a SOD. Desde modo, a inibi¢éo da
auto-oxidagdo desse composto ocorre na presenga da SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente medida em espectrofotdmetro a 420 nm. Para tanto, foi realizada uma curva de
calibragcdo com SOD purificada como padréo, com o objetivo de calcular a atividade da SOD
nas amostras. Assim, 50% de inibicdo da autoxidacdo do pirogalol é definida como uma

unidade de SOD, e a atividade especifica é representada por unidades/mg de proteina.
Determinacéo da Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada em leitora Spectramax M5/M5 (Molecular Devices,

MDS Analitica Technologies, Sunnyvale, Califérnia, EUA), avaliando o decaimento da
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concentragdo do H,O; a 240 nm, inserido em um meio contendo 20 mM de H,O,, 0,1% de
Triton X-100, 10 mM de tampdo fosfato de potassio pH 7,0 e 0,1-0,3 mg de proteina / Ml
(AEBI, 1984). Sendo que uma unidade de CAT é definida como um pmol de perdxido de
hidrogénio consumido por minuto, e a atividade especifica é calculada como Unidade

CAT/mg proteina.

Determinacéo da Atividade da gluationa peroxidase (GPX)

A atividade da GPx foi determinada usando terc-butil-hidroperéxido como substrato.
O desaparecimento do NADPH foi monitorado a 340 nm em espectrofotdmetro com controle
de temperatura (WENDEL, 1981). Assim, a atividade da GPx é mensurada como unidade por

miligramas de proteina.

Determinacéo dos niveis de Nitrito

Os niveis de nitrito foram mensurados através da reacéo de Griess, utilizando 100 pL
do sobrenadante do coragdo solubilizado em 100 pL do reagente de Griess (1:1 de
sulfanilamida 1% em 5% de &cido fosférico e dicloridrato naftiletilenediamina 0,1% em agua)
e incubados em placas de 96 pogos por 10 minutos em temperatura ambiente. A absorbancia
foi medida em um leitor de microplacas em comprimento de onda de 543 nm. A concentragéo
de nitrito foi calculada usando padrfes de nitrito de sddio e expressa em pmol/mg proteina.
(GREEN et al. 1982).

Dosagem de proteinas
A determinacdo das proteinas totais foi realizada atraves de método colorimétrico de

utilizando albumina bovina como padréo (LOWRY et al., 1951).

Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio da andlise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida pelo teste de Tukey quando o valor F foi significativo, conforme indicado na legenda.
Todas as andlises foram realizadas utilizando o Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas se p <0,05.
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RESULTADOS

Inicialmente, nds investigamos o efeito da administracdo aguda de Hcy e/ou pré-
tratamento com AAS sobre os niveis de TBARS. A Figura 1 mostra que a administracéo
aguda de Hcy aumentou significativamente os niveis de TBARS no coragdo de ratos [F (3,20)
= 7,021; p<0,01]. O tratamento com AAS ndo teve efeito per se, entretanto preveniu o

aumento nos niveis de TBARS causado pela administracdo aguda de Hcy.
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Figura 1: Efeito da administracdo aguda de Hcy e/ou tratamento com AAS sobre os niveis de TBARS em
coracdo de ratos. Os dados sdo expressos como média + DP para 6 animais por grupo. **p<0,01 (ANOVA
de uma via, Post Hoc Teste Tukey). Hcy: homocisteina; AAS: Acido acetilsalicilico.
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O efeito da administracdo de Hcy e/ou AAS sobre os niveis de espécies reativas no
coracdo de ratos também foi avaliado. A Figura 2 mostra que a Hcy aumentou
significativamente os niveis de espécies reativas quando comparado ao grupo controle [F
(3,20) = 7,326; p<0,01]. O AAS foi eficaz prevenindo a formacdo de espécies reativas
causada pela administragdo aguda de Hcy.

*%

DCF

I I
Controle  Hcy AAs AAs+Hcy

Figura 2: Efeito da administracdo aguda de Hcy e/ou tratamento com AAS sobre os niveis de DCF em
coracdo de ratos. Os dados sdo expressos como média + DP para 6 animais por grupo. **p<0,01 (ANOVA
de uma via, Post Hoc Teste Tukey). Hcy: homocisteina; AAS: Acido acetilsalicilico.
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Também avaliamos o efeito da Hcy e/ou AAS sobre o conteddo de carbonilas. A
Figura 3 mostra que a administracdo aguda de Hcy aumentou significativamente o contetido
de carbonilas [F (3,20) = 4,740; p<0,05]. O AAS per se ndo alterou esse pardmetro, porem foi
eficaz prevenindo o aumento do conteido de carbonilas causado pela administracdo aguda de

Hcy.
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Figura 3: Efeito da administracdo aguda de Hcy e/ou tratamento com AAS sobre os niveis de carbonilas
em coracdo de ratos. Os dados sdo expressos como media + DP para 6 animais por grupo. *p<0,05
(ANOVA de uma via, Post Hoc Teste Tukey). Hcy: homocisteina; AAS: Acido acetilsalicilico.
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Em seguida verificamos os efeitos da administragdo aguda de Hcy e/ou AAS sobre a
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx. A Figura 4 mostra que a Hcy
aumentou significativamente a atividade de SOD (A) [F (3,20) = 9,67; p<0,05], diminuiu a
atividade da CAT (B) [F (3,20) = 9,50; p<0,01] e ndo promoveu alteragdo significativa na
atividade da GPx (C) [F (3,20) = 4,39; p>0,05] em coragdo da ratos. O AAS per se ndo alterou
as atividades dessas enzimas, no entanto preveniu as alteraces causadas pela Hcy sobre as
atividades da SOD e CAT. A Hcy néo alterou a GPx, mas podemos observar que 0s animais
submetidos ao pré-tratamento com AAS e administracdo aguda de Hcy tiveram uma
diminuicdo significativa na atividade da GPx [F (3,20) = 4,39; p<0,05].
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Figura 4: Efeito da administracdo aguda de Hcy e/ou tratamento com AAS sobre a atividade da SOD (A);
CAT (B); GPx (C) em coragdo de ratos; Os dados sdo expressos como média + DP para 6 animais por
grupo. *p<0,05 **p<0,01 (ANOVA de uma via, Post Hoc Teste Tukey). Hcy: homocisteina; AAS: Acido

acetilsalicilico; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase.
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Finalmente, avaliamos o efeito da administracdo de Hcy e/ou AAS sobre os niveis de
nitrito. A Figura 5 mostra que a Hcy aumentou significativamente os niveis de nitritos no
coragdo de ratos [F (3,20) = 12,577; p<0,01]. A administracdo de AAS per se, ndo alterou

os niveis de nitritos, mas foi capaz de prevenir o efeito causado pela Hcy.
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Figura 5: Efeito da administracdo aguda de Hcy e/ou tratamento com AAS sobre os niveis de nitritos em
coracdo de ratos. Os dados sdo expressos como média £ DP para 6 animais por grupo. **p<0,01 (ANOVA

de uma via, Post Hoc Teste Tukey). Hey: homocisteina; AAS: Acido acetilsalicilico.

DISCUSSAO

A hiper-homocisteinemia severa tem sido relacionada a doencgas cardiovasculares e

arterioescleréticas (MUDD et al. 2001). Estudos mostram que a administragéo crénica de Hcy

em concentracdes similares aquelas encontradas em plasma de pacientes com homocistinuria,
induz estresse oxidativo em coragdo de ratos (KOLLING et al., 2011). O AAS apresenta
acOes anti-inflamatoria e antioxidante (FUCHS & WANNMACHER 2004; RIBEIRO, 2008;

RENNA et al., 2009). Este estudo avaliou a acéo desse farmaco sobre os efeitos causados pela

administracdo aguda de Hcy sobre parametros de estresse oxidativo em coragéo de ratos,
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utilizando o modelo experimental agudo de hiper-homocisteinemia severa desenvolvido em
nosso laboratério (STRECK et al., 2002; WYSE et al., 2002), no qual concentragdes desse
aminodcido atingiram valores semelhantes aos encontrados em portadores de homocistiniria
(MUDD et al. 2001). No presente estudo foi realizado um pré-tratamento de sete dias (22° ao
28° dia de vida) com AAS, no 29° dia de vida pds-natal, os animais receberam uma Unica dose

de Hcy como mencionado anteriormente na descri¢do do tratamento.

Nossos resultados mostraram que houve um aumento significativo dos niveis de
TBARS em ratos submetidos a administracdo aguda de Hcy, sugerindo a indugdo da
lipoperoxidagdo e possivelmente ocasionando dano oxidativo ao miocérdio (MENDES, 2009;
KOLLING et al., 2011). A oxidacéo lipidica esté relacionada as etapas iniciais de disfuncdes
cardiovasculares, acarretando processos inflamatdrios, aumento da expressdo de moléculas de
adesdo as células endoteliais, producdo de proteina quimioatraente a mondécitos-1 (MCP-1) e
efeito quimiotécico direto (FAN e WATANABE, 2003). Além dos niveis de TBARS, nossos
resultados demonstraram um aumento significativo nas concentragbes de carbonilas, que
determina dano oxidativo as proteinas (MENDES, 2009). Nossos resultados também
mostraram um aumento do nivel de espécies reativas, sendo estes resultados condizentes aos
encontrados na literatura cientifica (KOLLING et al., 2011).

Além das espécies reativas, houve alteracdo na atividade das enzimas antioxidantes,
pois a auto-oxidacdo da Hcy gera compostos radicalares, como o &nion superdxido e o
peroxido de hidrogénio, que agem como estressores. A atividade da SOD foi
significativamente aumentada enquanto que a atividade da CAT foi diminuida. Por outro lado,
a administracdo de Hcy ndo promoveu alteragdo na atividade da GPx. A partir desses achados
podemos sugerir um mecanismo adaptativo ocasionado pelo estresse oxidativo gerado pela
administragio de Hcy (MATTE et al. 2009).

No presente estudo nds, também, demonstramos um aumento nos niveis de nitritos em
animais submetidos a administracdo de Hcy. Identificamos o aumento de nitritos, este fator
pode estar relacionado com a ativagdo de mecanismos pré-inflamatérios, como as citocinas
(BILATE, 2007; CUNHA et al. 2010). Quando h& uma alteracdo nos niveis das espécies
reativas de nitrogénio no coracdo, as fungdes cardiacas ficam comprometidas, alterando o
tonus de vasos coronarios e mecanismos de angiogénse, trombogenicidade e respiracdo
celular (SMITH et al. 2007).
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Demonstramos que o AAS previne o estresse oxidativo induzido pela administracdo
aguda de Hcy, sendo que os niveis de TBARS, contetdo de carbonilas e os niveis de espécies
reativas se mantiveram semelhantes aos niveis do grupo controle, da mesma forma ocorreu
com as enzimas antioxidantes (SOD e CAT), sendo este resultado reforcado por estudos
anteriores que relatam as propriedades antioxidantes deste farmaco (WU et al. 2002), tendo
como possiveis mecanismos de ac¢do a capacidade de retirar ions ferro do meio (OBERLE et
al., 1998), como scavenger das espécies reativas como o 6xido nitrico (ASANUMA et al,
2001) e através da reducdo da atividade de NADPH oxidase (RENNA et al., 2009). A
diminuicdo da atividade da glutationa peroxidase, no grupo Hcy+AAS foi um resultado
inesperado, visto que todos os demais parametros direcionam para um mecanismo de protecdo
oxidativa, tornando necesséria a realizacdo de novos estudos para a elucidacdo desse fato.
Também demonstramos uma redugdo dos niveis de nitritos, no grupo tratado com AAS; esses
resultados estdo de acordo com a literatura cientifica, a qual relata que elevadas concentraces
de AAS, apresentam a capacidade de inibir a produgédo de nitritos e diminuir a atividade
enzimética da Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) produzida por citocinas (FARIVAR et
al., 1996).

O processo inflamat6rio € uma resposta do organismo contra infeccbes e injlria
tecidual. Assim, h4d o envolvimento de diversos mediadores que participam da resposta
inflamatdria, tais como as quimiocinas, tromboxanos, prostaglandinas e citocinas (BILATE,
2007). Nesse contexto sugerimos que os mecanismos protetores do AAS estdo relacionados
com sua capacidade de reagir com radicais hidroxilas e possivelmente com seu perfil anti-
inflamatério, visto que estudos anteriores demonstraram que elevados niveis de Hcy
promovem resposta inflamatéria, com o aumento significativo de citocinas (TNF-a, IL-1f e
IL-6) e quimiocinas CCL2 (MCP-1) (CUNHA et al., 2010), além de agir como potente agente
oxidante e induzir a produgdo de espécies reativas, durante a sua auto-oxidacdo (FARACI &
LENTZ, 2004). Desse modo, devido & presenca de células anti-inflamatdrias, e sabendo que
estas promovem a producdo de espécies reativas, ha a possibilidade da agdo sinérgica desses

dois fatores no desenvolvimento de patologias (NEVES et al. 2008).

Em concluséo, a administracdo aguda de Hcy promoveu estresse oxidativo no coragéo
de ratos, observado pelo aumento da lipoperoxidac&o, da oxidacdo de proteinas, dos niveis de
espécies reativas e nitritos. Além disso, os altos niveis de Hcy causaram um disturbio nas
defesas antioxidantes enzimaticas. O pre-tratamento de AAS preveniu os efeitos causados

pela Hcy com a excecdo da GPx. Acreditamos que esse efeito seja devido ao sinergismo das
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propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que esse farmaco possui, entretanto, mais
estudos sdo necessarios para avaliar outros efeitos do AAS sobre as alteracbes causadas pela

Hcy e a possibilidade da sua utilizagdo em pacientes homocistindricos.
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ANEXO

Revista Brasileira de Farmacia (Brazilian Journal of Pharmacy)

A Revista Brasileira de Farmécia (Brazilian Journal of Pharmacy) é um periddico, da
Associacdo Brasileira de Farmacéuticos, de publicacdo trimestral, cuja missdo é publicar
trabalhos originais de autores brasileiros e estrangeiros relativos as Ciéncias Farmacéuticas e

areas afins.

CRITERIOS PARA PREPARAGAO DOS MANUSCRITOS:

Aceita-se para analise manuscritos originais nos idiomas portugués, espanhol e inglés, nos
seguintes formatos:

(a) Artigo Original: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa cientifica e concluida, segundo
a metodologia cientifica, cujos resultados possam ser replicados e/ou generalizados. Os
manuscritos deverdo seguir a seguinte estrutura:

Introducéo: apresentar o problema de estudo, destacar sua importancia e lacunas de
conhecimento, com revisao da literatura; incluir objetivos e outros elementos necessarios para
situar o tema da pesquisa.

Material e métodos: incluir de forma objetiva e completa a natureza/tipo do estudo; dados
sobre o local onde foi realizada a pesquisa; populacdo/sujeitos do estudo e seus critérios de
selecdo; material; equipamentos; procedimentos técnicos e métodos adotados para a coleta de
dados; tratamento estatistico/categorizacdo dos dados; informar a data e o nimero do
protocolo da aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa ou pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal, para todos os trabalhos envolvendo estudos com humanos ou
animais, respectivamente. Uma coOpia assinada desse documento (aprovagao pelo CEP) devera
ser encaminhada por correio eletrénico.

Resultados e discussdo: devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequiéncia
l6gica, utilizando ilustracbes (figuras e tabelas) quando necessario. Deve-se comparar com
informagdes da literatura sobre o tema ressaltando-se aspectos novos e/ou fundamentais, as
limitacOes do estudo e a indicagdo de novas pesquisas.

Conclusoes: apresentar  consideracdes significativas fundamentadas nos resultados

encontrados e vinculadas aos objetivos do estudo.
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Os manuscritos deverdo ser escritos preferencialmente na ortografia adotada no Brasil
em aplicativos compativeis com o Microsoft Word. O manuscrito devera ser formatado em
A4, com margens de 2,5 cm, espacamento de 1,5 cm, na fonte Times New Roman, tamanho
12, com péginas numeradas a partir do titulo até as referéncias e 15 paginas no maximo (n&o
contabilizado as ilustragdes).

Deve-se adotar no texto apenas as abreviacOes padronizadas. A primeira citacdo da
abreviatura entre parénteses deve ser precedida da expressdo correspondente por extenso.
O recurso de italico deverd ser adotado apenas para destacar partes importantes do texto,
como por exemplo, citagdes ipsis literis de autores no texto do manuscrito, partes de
depoimentos, entrevistas transcritas, nomes cientificos de organismos vivos e termos
estrangeiros.

Todos 0s manuscritos deverdo ser submetidos exclusivamente através do e-

mail:revista@abf.org.br. Os autores deverdo informar a &rea de concentracdo (Apéndice 1), a

categoria do manuscrito (artigo original, artigo de revisdo, relato de experiéncia, biografia,
assunto geral ou editorial); apresentar carta de encaminhamento ao editor (Apéndice 2) e
declaragéo de originalidade e cesséo de direitos autorais (Apéndice 3).

E responsabilidade dos autores reconhecerem e informar ao Conselho Editorial a
existéncia de conflitos de interesse que possam exercer qualquer influéncia em seu
manuscrito. Desta forma, as relagdes financeiras ou de qualquer outra ordem deverdo ser
comunicadas por cada um dos autores em declaragdes individuais (Apéndice 4).

No processo de submissdo, os manuscritos originais deverdo ser subdivididos com os
seguintes subtitulos na sequéncia: Titulo, Autores, Endereco, Resumo, Palavras-chave,
Abstract, Keywords, Introducdo*, Material e Métodos*, Resultados e Discussdo*,
Concluséo*, Agradecimentos* (Opcional) e Referéncias*. Esses itens* deverdo ser digitados
em letras maidsculas, na fonteTimes New Roman, tamanho 12, centralizado, em negrito e ndo
deverdo ser numerados.

O titulo, com no méaximo vinte palavras, devera ser conciso, informativo e digitado em
negrito com letras minusculas, na fonte Times New Roman, tamanho 14, centralizado, com
excecdo da primeira letra, dos nomes proprios e/ou cientificos. A um espaco abaixo do titulo,
centralizado, separados por virgula deve-se inserir os nomes completos dos autores, por
extenso, com letras minusculas com excecéo da primeira de cada nome. O Ultimo autor devera
estar separado dos demais pelo simbolo &. O sobrenome de cada autor deverd ter um indice

numérico sobrescrito, que fornecerd informag&o sobre sua filiagdo profissional.
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Prenome Aaaa Bbbb Sobrenome!, Jos¢ Cc Silva-Santos> & Mario  Silva-Neto®

O paréagrafo seguinte deverd conter o enderego institucional de cada autor e o e-mail do autor
correspondente, conforme exemplo abaixo:

1. Académico de Farmacia / Pds-Graduando. Instituicdo / Universidade, Instituto/Faculdade,
Departamento, CEP, Cidade, Estado, Pais.

2. Colaborador / Pesquisador. Institui¢cdo / Universidade, Instituto / Faculdade, Departamento,
CEP, Cidade, Estado, Pais.

3. Docente orientador / Pesquisador orientador. Instituicdo / Universidade, Instituto /

Faculdade, Departamento, CEP, Cidade, Estado, Pais.

*Correspondéncia: Mario Silva-Neto: silva@abcdf.uffff.br

* Preferéncia para e-mail institucional.

O resumo ndo deverd exceder 250 palavras, devera conter informacdes sucintas sobre
0 objetivo da pesquisa, 0s materiais experimentais, os métodos empregados, os resultados e a
concluséo.

Os descritores (palavras-chave/keywords) sdo palavras fundamentais para a
classificagdo da tematica abordada no manuscrito em bancos de dados nacionais e
internacionais. Serdo aceitos entre 3 e 6 descritores que ndo estejam citadas no titulo. Apos a
selecdo desses descritores, sua existéncia em portugués, espanhol e/ou inglés deve ser
confirmada pelo(s) autor(es) do manuscrito no enderego

eletronico http://decs.bvs.br (Descritores em Ciéncias da Salde - Bireme). As palavras-chave

deverdo ser separadas por ponto e a primeira letra de cada palavra devera ser maiscula.

Devera ser adotado o Sistema Internacional (SI) de medidas.

As equagdes, formulas e estruturas quimicas deverdo ser editadas
utilizando software compativel com o editor de texto e centralizadas no texto. As variaveis
deverdo ser identificadas ap0s a equagéo.

Recomenda-se que os autores realizem a andlise de regressdo ou outro teste estatistico
aplicavel para fatores quantitativos.

A revista recomenda que pelo menos oitenta por cento (80%) das referéncias

bibliograficas tenham menos de 10 anos e ndo ultrapassem o numero total de 30 referéncias.
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As ilustracdes (tabelas, gréficos, figuras, mapas, gravuras, esquemas e fotos), devem
ser apresentadas o mais proximo possivel do texto, numeradas consecutivamente com
algarismos arébicos, na ordem em que forem citadas no texto e deverdo ser digitadas com
espacamento simples. As fotos deverdo evitar a identificagdo de pessoas ou apresentar
permissdo especifica e escrita para a publicacdo das mesmas. As tabelas e quadros devem
apresentar um titulo breve. As figuras devem conter legenda. As tabelas devem apresentar
dados numéricos como informagdo central, e ndo utilizar tracos internos horizontais ou
verticais e sim linhas intercaladas com sombreamento cinza 5%. As notas explicativas devem
ser colocadas no rodapé das ilustracdes, com 0s seus respectivos simbolos. Se houver
ilustracdo extraida de outra fonte, publicada ou ndo, a fonte original deve ser mencionada
abaixo das mesmas.

As citagOes bibliograficas deverdo ser adotadas de acordo com as exigéncias da RBF.
Citag&o no texto, usar o sobrenome e ano: Lopes (2005) ou (LOPES, 2005); para dois autores
(SOUZA & SCAPIM, 2005); trés ou mais autores, utilizar o primeiro autor seguido por et
al. (WAYNER et al.,2007), porém na lista de referéncias deverdo aparecer os sobrenomes de
todos os autores na ordem que estdo publicado. As referéncias deveréo aparecer listadas, em
ordem alfabética crescente pelo sobrenome do primeiro autor, em caixa alta e sem espaco
entre as referéncias. A veracidade das referéncias é de responsabilidade dos autores. Devem-

se levar em consideragéo os seguintes exemplos:

MODELOS DE REFERENCIA:
Estes dados foram adaptados, em sua maioria, do documento original da ABNT (NBR
6023, agosto de 2002).

a) Artigos de periddicos:
A abreviatura do periddico deverd ser utilizada, em italico, definida no Chemical

Abstracts Service Source Index (http://www.cas.org/sent.html) ou na Base de dados

PubMed, da US National Library of Medicine (http://www.pubmed.gov), selecionando

Journals Database.
Caso a abreviatura autorizada de um determinado periddico ndo puder ser localizada,

deve-se citar o titulo completo.
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AUTOR(ES)*. Titulo do artigo em negrito. Titulo do peridédico em italico, volume (a
indicacdo do fasciculo é entre parénteses): péginas inicial - final do artigo e ano de

publicagéo.

b) Livros:

AUTOR. Titulo. Edigdo (a partir da 2a). Cidade: Editora, ano de publicagdo. Numero
total de péginas.

Capitulos de livros (o autor do capitulo citadondoé o autor da obra):
AUTOR(es) do capitulo. Titulo da parte referenciada. In: AUTOR(ES) da obra (ou editor
etc.) Titulo da obra. Cidade: Editora, ano de publicagdo. Paginagdo da parte

referenciada.

Citacéo indireta:
Utiliza-se apud (citado por) nas citagdes que foram transcritas de uma obra de um

determinado autor, mas que na verdade pertence a outro autor.

c) Teses, Dissertacdes e demais trabalhos académicos: AUTOR. Titulo (inclui subtitulo
se houver). Ano. Total de paginas. Tipo (Grau) - Instituicdo (Faculdade e Universidade)
onde foi defendida, Cidade.

d) Eventos cientificos (Congressos, Semindrios, Simposios e  outros):
AUTOR(es). Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, n° do evento, ano, cidade de
realizagcdo do evento. Tipo de publicacdo gerada pelo evento. Cidade da publicagéo:
Editora ou Institui¢do responsavel pela publicacdo; ano de edi¢do (nem sempre é 0 mesmo

do evento). Paginacdo do trabalho ou resumo.

e) Patentes: Devem ser identificadas conforme modelo abaixo e na medida do possivel o

nimero do Chemical Abstracts deve ser informado.

O apoio das entidades e/ou Orgdos financiadores da pesquisa deverd ser citado,

obrigatoriamente, nos Agradecimentos.
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ITENS DE VERIFICAGAO PARA SUBMISSAO:

Como parte do processo de submissdo, os autores deverédo verificar a conformidade da
submisséo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem
de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. O manuscrito encontra-se no escopo da Revista Brasileira de Farmécia.

2. A contribuicdo é original, inédita e ndo esta sendo avaliada por outra revista.

3. Os arquivos para submisséo estdo em formato Microsoft Word.

4. O e-mail para envio do manuscrito esta disponivel.

5. O texto estd em espagamento 1,5 cm; fonte tamanho 12, estilo Times New Roman; com
figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final.

6. O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos em Critérios para
preparacéo dos manuscritos.

7. Todos os apéndices estdo preenchidos.

8. Ao submeter um manuscrito, 0s autores aceitam que o copyrightde seu artigo seja
transferido para a Revista Brasileira de Farmécia, se e quando o artigo for aceito para
publicacdo. Artigos e ilustragdes aceitos tornam-se propriedade da Revista Brasileira de

Farmécia.
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