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Resumo e palavras-chave

Titulo em portugués:

Biomarcadores no liquido cefalorraquidiano paraagmbstico precoce de Doenca de
Parkinson

Resumo

O diagnéstico da Doenca de Parkinson, patologieridepela primeira vez ha cerca de
200 anos, permanece essencialmente clinico o qulee@npor um lado, baixa acuidade
diagnostica em comparagdo com a confirmacdo netoiégaa e, por outro, um
diagnostico em fase ja avancada da doenca.

Em 1995, oNational Institute of Neurological Disorders andréke definiu como
prioritéria a identificacdo de biomarcadores dargaeede Parkinson que permitissem o
diagnostico precoce, a monitorizagdo da evolugdoddanca e da resposta as
terapéuticas implementadas. Biomarcadores sdo pad@snbioldgicos objectivos,
acessiveis e de facil medicdo que se correlaciaman com a presenga quer com a
gravidade da doenca. O objectivo deste estudo eremctom a revisao dos potenciais
biomarcadores proteicos no liquido cefalorraquidigara o diagndstico precoce de
Doenca de Parkinson.

Multiplas proteinas foram apontadas como envolvidaspatogénese da Doenca de
Parkinson e, como tal, foram investigadas comonuides biomarcadores. Os primeiros
estudos debrugcaram-se sobre o papel da insuliaa prdteinas do complemento como
entidades diagndsticas e diferenciadoras da Dodec&arkinson do universo das
doencgas neurodegenerativas. Contudo, dado o rexdorgreo recente do envolvimento
daa-sinucleina e da DJ-1 na patogénese da Doencarki@d®en hereditaria, estes tém

sido os biomarcadores mais extensamente investgdfstas proteinas, expressas



amplamente no Sistema Nervoso Central, tém obésialtados divergentes nos estudos
mais recentes devido a diferentes técnicas de ggaoento, identificacdo e controlo
para variaveis de enviesamento, pelo que surgeassiecessidade de realizacdo de
novos estudos prospectivos e em larga escala catrolbdestas variaveis. As novas
técnicas protedmicas direccionadas a deteccdoeredifiada de mudltiplas proteinas
existentes no liquido cefalorraquidiano e com cotregdes alteradas na Doenca de
Parkinson (ex. ceruloplasmina, cromogranina B, gpobltram-se promissoras.

O diagnéstico precoce da Doenga de Parkinson égmtentdado tratar-se da segunda
doenca neurodegenerativa mais comum apds a DoencAlztheimer acarretando
extensa morbilidade aos doentes e aos seus pnestaticuidados de Saude. O futuro
da investigacdo centra-se na descoberta de farnmezosprotectores de Doenca de
Parkinson, tornando extremamente relevante a dabnde biomarcadores para o
diagnostico precoce de Doenca de Parkinson.

Palavras-chave — Doenca de Parkinson; Marcadores Bioldgicos; idmu

cefalorraquidiano; alfa-sinucleina; DJ-1



Abstracte keywords

Titulo eminglés

Cerebrospinal fluid biomarkers for the early diagis®f Parkinson's disease

Abstract

The diagnosis of Parkinson's disease, describethéofirst time about 200 years ago,
remains essentially clinical implying on the onendhalow diagnostic accuracy
compared with neuropathological confirmation anegondly, diagnosis in the late
stages of the disease.

In 1995, the National Institute of Neurological biders and Stroke defined as a
priority the identification of Parkinson's diseas®markers which would allow the
early diagnosis and the monitoring of the progm@ssind response to therapeutics of
Parkinson’s disease. Biomarkers are objective biokd parameters, accessible and
easily measured that correlates with both the psand the severity of the disease.
The aim of this study is to review the potentiabtpin biological markers in the
cerebrospinal fluid for the early diagnosis of Raskn's disease.

Multiple proteins were identified as involved iretpathogenesis of Parkinson's disease
and, as such, were investigated as potential bicenar Early studies have pored over
the role of insulin and complement proteins in diféerential diagnosis of Parkinson's
disease in the universe of neurodegenerative disedsowever, given the recent
recognition of the involvement o#é-synuclein and DJ-1 in the pathogenesis of
hereditary Parkinson's disease, these biomarkeve Ih@en the most extensively
investigated. These proteins, widely expressedeintral nervous system, have had
divergent results owing to different processingenification and control of variable

bias techniques. New large-scale and prospectiwdiest controlling for this variables



are needed. The new proteomic techniques direatethe detection of multiple
undifferentiated proteins in CSF (eg ceruloplasmihyomogranin B, apoH) are
promising.

The early diagnosis of Parkinson's disease is trgert is the second most common
neurodegenerative disease after Alzheimer's diseassing extensive morbidity to
patients and their health care providers. The &utfrresearch in Parkinson's disease is
focused on the discovery of neuroprotective drugsking extremely relevant the
identification of biomarkers for the early diagmosf Parkinson's disease.

Keywords — Parkinson’s disease; Biological Markers; cerghred fluid; alpha-

synuclein; DJ-1



Texto

Introducao

A Doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela pnieneiez em 1817 por James

Parkinson ndn essay on the shaking pa(gy.

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa maisc@pds a Doenca de Alzheimer

(DA) constituindo um enorme problema de salde pab{R) que afecta 1,8% dos

adultos com mais de 65 anos (3). Clinicamente, rdesm-se seis sinais cardinais
motores da DP: tremor de repouso, rigidez, acinéssabilidade postural, postura

flectida e bloqueios da marcha (4). Existem també&funcdes ndo motoras: disfuncao
do sistema nervoso autbnomo, alteracdes cognitivesirocomportamentais, alteragcfes
sensoriais e do sono (5).

Quase 200 anos passados da descoberta da DP {63 fauam os avancos cientificos

no que respeita a sua fisiopatologia e tratamdPboém, o seu diagnostico é ainda
realizado com base na clinica e confirmado apeaasitopsia o que implica possiveis
erros diagnoésticos (6, 7). Actualmente, as doemgasodegenerativas, como a DP,
continuam a ser diagnosticadas pela conjugacaamdasfestacdes clinicas, exames
laboratoriais e de neuroimagem (7, 8). A acuidadgnibstica desta abordagem é de
cerca de 82% (6). Em relagdo a DP, os sintomasres&d se tornam clinicamente

aparentes apos a perda de mais de 70% dos neufhiascapando varios anos de
doenca pré-sintomatica, o que implica um diagndstardio. Para além disso é

essencial a especificidade diagnoéstica uma vezagD® apresenta sinais e sintomas
comuns a outras sindromes parkinsénicos (Par&8igmanuclear Progressiva, Atrofia

de Mudltiplos Sistemas, Parkinsonismo pés-enceafalitDeméncia de Alzheimer com



Parkinsonismo, etc.) (6). Contudo, ndo existe atlata um teste com especificidade
absoluta para o diagnéstico de DP (10).

Em 1995, d\ational Institute of Neurological Disorders andde na sequéncia de um
apelo do Congresso Americano, definiu como priodatda identificacdo de
biomarcadores na DP que permitissem o diagnéstiecope, a monitorizacdo da
evolucdo da doenca e a resposta as terapéuticksriergadas (11).

Os biomarcadores sdo parametros biologicos obgestiacessiveis e de facil medicéo
que se correlacionam quer com a presenca quer ggavidade da doenca (12). Podem
ser marcadores genéticos, proteicos e imagiologiooainda testes olfactivos e testes
do sono REM.

Idealmente, de um biomarcador proteico espera-sedjlicta o processo degenerativo
da doenca subjacente (12, 13), sendo validado ipgndistico neuropatolégico, e que
apresente uma sensibilidade e especificidade su@e80% para a diferenciacao da DP
de outros quadros similares propiciando valoredifwes positivos consistentes (14).
A nao acessibilidade ao tecido afectado na DP Gméas dopaminérgicos daibstancia
nigra compactaleva a necessidade de detectar biomarcadoreflumss corporais.
Varios estudos tém se debrucado na pesquisa detwadores no sangue, soro, urina e
liquido cefalorraquidiano (LCR) (13, 15). O LCR es#a ser o fluido ideal para a
deteccéo dos biomarcadores na DP devido a suanpdade ao encéfalo (13).

A DP é descrita como uma doenga com etiologia faattrial integrando idade,
hébitos dietéticos, factores ocupacionais e amdiebem como factores genéticos (15).
Caracteriza-se por degeneracdo progressiva e mlighale neurénios dopaminérgicos
com subsequente diminuicdo do neurotransmissor ngiopa NOS  Circuitos
nigroestriatais do encéfalo (16), gliose astroaigcpresenca de neuritos e corpos de

Lewy nas células sobreviventes (17). O constityiniiecipal dos corpos de Lewy é&a



sinucleina ¢-sin), uma fosfoproteina lipofilica expressa emvatia quantidade nos
neurénios. Deste modo a DP é do ponto de vistapi$oldgico descrita como uma
sinucleinopatia A agregacao da-sin em mondmeros insoluveis foi sugerida como um
potencial factor na etiologia e patogénese da [#). Ror outro lado, 0s neurdnios
dopaminérgicos, aquando da sintese de catecolgnpodsm causar a acumulacéo de
excesso de radicais livres e stress oxidativo consequente disfun¢gdo mitocondrial
(19) (Figura 1).0Os corpos de Lewy sdo um agregado complexo e gor asitros
biomarcadores poderdo, teoricamente, afigurar-se ailternativas para o diagnoéstico
de DP. A proteina DJ-1 tem sido associada ao stsédativo (19) e tem sido implicada
na fisiopatologia da DP autossOmica recessiva (20).

Todos os potenciais biomarcadores, descritos atxtaalidade, serdo analisados
individualmente quanto ao seu papel fisiopatologicquanto ao seu potencial como

biomarcadores no diagnéstico precoce de DP.



Métodos

Realizou-se uma pesquisa na Pubmed® utilizangiceay "Biological Markers"[Mesh]
AND "Parkinson Disease"[Mesh] e obteve-se uma Igien 588 artigos de 1971 a
2010. Destes seleccionaram-se 127 artigos refegpnoi@inas detectaveis nos fluidos
corporais. Para analise final, seleccionaram-se atfgos abordando o tema
biomarcadores proteicos no LCR e acrescentaranoiseeferéncia cruzada 21 artigos.

Utilizou-se o Endnote X4® conmenftwarede gestéo bibliografica.



Desenvolvimento

Nas ultimas décadas, na sequéncia do apelo fdadQumgresso Americano (11) varios

cientistas tém se debrugcado na pesquisa de biodwaiesapara o diagndstico precoce de
DP (Quadro I).

Insulina

Jiménez et al. (21) em 2000, estudaramsalina no LCR como possivel biomarcador
de DP e da sua gravidade. A auséncia deste pemideconsequente hiperglicemia
tinham sido apontados como causa de diminuicdaatesrnissdo dopaminérgica no
estriado e aumento da sensibilidade dos recepsmépticos dopaminérgicos (22). O

mesmo estudo sugeriu que 50 a 80% dos doentes ¢bmofdiam de intolerdncia a

glicose (22). Jiménez et al. (21) verificaram que@lacentracdo de insulina em jejum no
LCR era semelhante nos controlos e nos doentesDi®nctoncluindo que nao existe

correlagdo entre a insulina no LCR e as manifestaglinicas da DP ou a terapéutica
antiparkinsonica.

Complemento

Na sequéncia de diversos estudos que propunhana @otivacdo do complemento

estava na origem das doencas neurodegenerativeholbit et al. (23) compararam os
niveis das proteinas do complemento C3b, C4b,rf&t factor H e observaram uma
maior diminuicdo dos niveis de diferentes proteidascomplemento no LCR nos

doentes com DP em comparagao com os controlos. &amgo as diferentes doencas
neurodegenerativas, as alteracdes quantitativagdifgasntes proteinas do complemento
permitiram o diagnéstico diferencial da DP e EsxderMdltipla em relacdo a DA e

Neurosifilis, mas ndo diferenciaram DP de EscleMgkipla.
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Alfa-sinucleina

A o-sin € uma pequena proteina de 140 aminoacidogssg@em elevadas quantidades
nas células neuronais (24). Desde ha alguns am@snatem sido implicada como tendo
um papel na etiologia e patogénese da DP (18).idemtificada como o principal
componente dos agregados intraneuronais, corpdewg (18). Foram identificadas
mutacbes missenseno gene SNCA que codifica a-sin em doentes com DP
autossOmica dominante (25). Borghi et al. (26) empderam um dos primeiros estudos
que pretendia avaliar a presenca e a concentrag@esith no LCR comparando 12
doentes com DP e 10 controlos. Concluiram, no émtajue apesar de @&sin ser
libertada pelos neurdnios no espaco extracelubw, existiam diferencas entre DP e
controlos, pelo que @sin ndo parecia ser um biomarcador fiavel paragnistico de
DP (26). Em contrapartida, em 2006, utilizando unmva técnica de ELISA de
quantificacdo da a-sin no LCR, verificaram-se concentragbfes desin
significativamente mais baixas na DP que nos cto#ranesmo apds ajuste para a
idade e o sexo, o que foi atribuido a: (a) agremagdracelular e subsequente
acumulacdo dai-sin nos neurdnios afectados; (b) reducdo da sodupé@o pelos
neuronios patoldgicos; (c) e/ou reducdo da expoedsdgene SNCA que levaria a uma
diminuicao da exocitose dasin (17). Mollenhauer et al. (27) em 2008 verifasa uma
concentracéo inferior desin no LCR dos doentes com doengas neurodegerss akp
tipo sinucleinopatiasPosteriormente, Ohrfelt et al. (28) utilizaramaunova técnica de
ELISA para deteccdo da-sin no LCR em concentragbes <50 pg/mL, comparando
doentes com DA, DP, Deméncia com Corpos de Lew edhtrolos saudaveis. A
concentracdo de-sin no LCR foi semelhante em todos os grupos dmceps doentes
com DA, os quais apresentavam concentracbes bastaetiores. Estes resultados

opunham-se a hip6tese dew-ain ser um biomarcador confiavel para o diagnddtie

11



DP estando em desacordo com os dois estudos prf@ip27) que sugeriam niveis
reduzidos dex-sin nos doentes com DP. Ohrfelt et al. (28) apamaque o estudo de
Tokuda et al. (17) necessitava de LCR concentragoeopoderia resultar em medicao
inadequada enquanto o estudo Mollenhauer et al.ré&jueria incubacédo extrema do
LCR a 4°C o que poderia suscitar a oligomerizagaatro da proteina e consequente
diminuicdo da sua concentracdo. Na sequéncia deestodo de 2006 (29) que
demonstrou concentracdes elevadas de oligomeressitieno plasma na DP, em 2010,
Tokuda et al. (30) propuseram-se a investigar tg@arica de ELISA, as concentracdes
de oligbmeros da-sin e a razado oligdbmereassin total no LCR de doentes com DP,
Paralisia Supranuclear Progressiva, DA e contretnglaveis ajustados para a idade.
Concluiram que as concentracdes de oligdmerog-gsle e a razdo oligdbmeressin
total no LCR estavam significativamente elevadasieentes com DP em comparacao
com controlos saudaveis ajustados a idade e doemtedA e Paralisia Supranuclear
Progressiva (30). Esta elevacdo dos oligobmeros sgiodevia simplesmente a
sobrexpressao desin ja que 0s niveis desin total estavam diminuidos na DP em
comparagao com os controlos. Em contraponto, deeat@ DA com corpos de Lewy
positivos e individuos muito idosos apresentavawmeigi de oligobmeros de-sin
sobreponiveis aos da DP. A acuidade diagnosticaeatom ao utilizar a razéo
oligdmerosé-sin total. Os niveis de oligdmeros dein também estavam aumentados
nos estadios iniciais da DP sugerindo que os okgom deo-sin poderiam ser
biomarcadores precoces no diagnostico pré-sintomate DP (30) e que a razéo
oligdmerosé-sin total poderia ser utilizada como ferramentaatreio de individuos

com elevado risco de DP (30).

12



DJ-1

A DJ-1 é uma proteina multifuncional de 189 amiid@& expressa amplamente no
Sistema Nervoso central e periférico, que tem giclolicada na proteccdo contra o
stress oxidativo (31). As mutacdes “nonsense” doegda DJ-1 sdo uma causa
reconhecida de DP autossémica recessiva (20). \Maea@l. (32), utilizando técnicas
quantitativas démmunoblottingno LCR, concluiram que as concentra¢des de DJ-1 no
LCR de doentes com DP eram substancialmente maradas que as dos controlos,
especialmente na fase inicial da doenca o que jodevir de um efeito protector anti-
oxidativo da DJ-1 nas fases precoces da DP.

DJ-1 e alfa-sinucleina

Hong et al. (33) estudaram as concentracdes de BJde a-sin no LCR como
potenciais biomarcadores no diagnéstico precoceD&e utilizando uma técnica
inovadora, Luminex®, que permitiu a quantificacdas dproteinas com maior
sensibilidade associada a controlo de varidveisotéundimento como contaminacéo
sanguinea, gradiente rostro-caudal no LCR, idadsexo. Concluiram que as
concentracdes de DJ-1laesin no LCR sdo dependentes da idade e influersipdia
contaminagdo sanguinea do LCR. Definiram também apueloentes com DP tém
concentragdes de DJ-laesin diminuidas no LCR em comparagcdo com doentes co
DA e controlos quando se elimina o efeito da coimtag@io sanguinea. Assim, apontam
que nos individuos coen 65 anos para determinadag-offsde concentracdes de DJ-1
e a-sin se podem obter sensibilidades e especificeldidgnodsticas de 90 e 70% para a
DJ-1 e de 92 e 58% pararssin, sendo que a combinagao de ambos os marcatioes

aumenta a acuidade diagnéstica.
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Biomarcadores em estudo

Varios estudos cientificos, ao invés do estudo elecddo de proteinas especificas,
desenvolveram técnicas proteémicas para detecc@mddevado nimero de proteinas
no LCR, posteriormente analisando individualmenseaimportancia na fisiopatologia
e diagnéstico da DP (2, 10, 13). Abdi et al. (E8hpregaram um método proteémico
quantitativo multiplex, iTRAQ,isobaric Tagging for Relative and Absolute protein
Quantification conjuntamente com cromatografia multifuncional gusda de
espectrometria de massa aleatéria e detectararter@cées proteicas quantitativas no
LCR dos doentes com DP e oito marcadores (apoChHAromogranina B,
ceruloplasmina, fibrinogénio, haptoglobina, t-céuker proteina de ligacdo da vitamina
D), posteriormente confirmados pdMestern blottingA conjugagédo de mais do que um
destes marcadores permitiu distinguir a DA, DP en®gcia com corpos de Lewy dos
controlos com elevada sensibilidade para espetafiigs de 95%. Na DP apontaram a
ceruloplasmina, cromogranina B e apoH como bondidatos a biomarcadores (13).
Zhang et al. (2), aplicaram a técnica de MAdPoteomics-discovered multianalyte
profile, obtendo 8 proteinas (por ordem decrescente delmggdo: proteina taugrain
derived neurotrophic facto(BDNF), interleucina 8-amildide, po-microglobulina,
VDBP, apoH e ApoE) que permitiram o diagnésticorecto de 95% dos controlos,
75% dos doentes com DA e 95% dos doentes com DftaP@roteinas apenas a
proteina tau e f-amildide permitiram diferenciar DA de DP (protetaa aumentada e
ap-amiloide diminuida na DA e inversamente na DP).

Yin et al. (10), utilizaram um método combinado aedlise proteémica no LCR
confirmado potWestern blottingdentificando a neuropentraxinapedistroglicano e a
NCAM (neural cell adhesion molecyleomo potenciais biomarcadores de doencas

neurodegenerativas.
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Concluséo

A procura de biomarcadores na DP progrediu em piadti direccdes, quer pela
verificagdo da alteracdo no LCR de proteinas dassinte suspeitas utilizando
diferentes técnicas de quantificacdo no LCR, quefa ppesquisa de novos
biomarcadores pela andlise de multiplas proteindsOR.

No que respeita aos biomarcadores proteicos dondltigo precoce de DP as
conclusdes tém sido divergentes sendo sugeridas pebprios autores, a necessidade
de realizacdo de estudos em larga escala, progpeati controlados para diversas
variaveis de confundimento (13, 17, 30). A divemé@nentre estudos deve-se
essencialmente a diferentes técnicas de deteapdantificacdo das diferentes proteinas
no LCR. Para além disso a influéncia da idade ¢acanacdo sanguinea do LCR, nédo
sao despreziveis e podem influenciar os result@jos

Os niveis de oligbmeros desin estdo aumentados nos estadios iniciais daddEnglo
ser biomarcadores precoces no diagnostico prérsaiico de DP (7). A acuidade do
diagnostico diferencial de DP relativamente as asutdoencas neurodegenerativas
parece aumentar ao utilizar a razdo oligdmerassla/o-sin total (7).

A proteina DJ-1, implicada na protec¢do contra resst oxidativo, € um produto
genético de mutacdo conhecida de DP genética (PARK@ram observadas
concentracdes elevadas desta proteina no LCR dadpBEcialmente na fase inicial da
doenca, apontando assim a DJ-1 como potencial biaahar no diagnostico precoce de
DP (14).

Através da técnica de andlise de mudiltiplas proseima LCR, a ceruloplasmina, a
cromogranina B e a apoH afloram como potenciaismbrcadores de DP (13).

A DP causa extrema morbilidade aos doentes e ass@estadores de cuidados de

saude (14), constituindo fonte de elevadas despesdstema Nacional de Saude.
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Perante o facto de que o futuro da investigacdoestra na descoberta de farmacos
neuroprotectores de DP, torna-se igualmente fundi@inea identificacdo de

biomarcadores para o diagndstico precoce de DB3}2,
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Legendas

Figura 1 - Model of dopaminergic cell death and possible sites therapeutic

intervention in Parkinson’s disease.

Reproduzida com a permissaoAlaerican Society for Clinical Investigatio8avitt, J.

M., V. L. Dawson, et al. 2006Diagnosis and treatment of Parkinson disease:

molecules to medicinel J Clin Invest / 116 (7): 1744-1754.
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Figuras
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Quadros

Quadro | - Biomarcadores, método utilizado e reslaltclinico.

Biomarcador Método Resultado
Insulina (21) Radioimunoanalise Sem relacéo
Proteinas do | na DP

complemento: C3b, C4b,

factor B e factor H (23)

a-sin (26) Imunoprecipitacéo e

Imunoblotting

a-sin (17) ELISA
a-sin (27) ELISA
a-sin (28) ELISA
a-sin (30) ELISA

oligbmeros de-sin (30)  ELISA

razao oligbmeros/tsin ELISA

total (30)

DJ-1 (32) Immunoblotting

DJ-1 (33) Luminex®

a-sin (33) Luminex®

apoC1, ApoH, Multiplex (iTRAQ,
cromogranina B, cromatografia,
ceruloplasmina, espectrofotometria) +

Diagnostico diferencial entre
DP/Esclerose Mdltipla e DA/
Neurosifilis.

=na DP

| na DP
| na DP
=na DP
| na DP
1 na DP

1 na DP

1 na DP

| na DP

| na DP

Diagnostico diferencial DP,
DA e Deméncia com corpos

de Lewy
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fibrinogénio, Western blotting
haptoglobina, t-caderina,

VDBP (13)

Proteina tau, BDNF, 1I-8, MAP
B-amiléide,Bo.

microglobulina, VDBP,

apoH e apoE (2)

Neuropentraxinag- Andlise protedmica +
distroglicano e NCAM Western blotting

(10)

Ceruloplasmina,
cromogranina B e apoH na
DP

Proteina tau p-amiloide
permitem o diagndstico
diferencial entre DP e DA
Restantes permitem o
diagnéstico diferencial
doenca neurodegenerativa \
controlos.

Potenciais marcadores de

Doenca Neurodegenerativa

S

DP — Doenga de Parkinson, DA — Doencga de Alzheimein — alfa-sinucleina, ELISA

— enzyme linked immunosorbent assaRAQ - isobaric tag for relative and absolute

quantitation VDBP —vitamin D binding proteinBDNF —brain derived neurotrophic

factor, MAP — proteomics-discovered multianalyte profilBlCAM — neural cell

adhesion molecule
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NORMAS EDITORIAIS
ACTA MEDICA PORTUGUESA

PREAMBULO

Desde que foram publicadas as Normas Uniformes para
uniformizacdo dos Manuscritos submetidos para publica-
¢#o em Revistas Biomédicas The Fancouver style, desen-
volvidas pelo Comité Internacional de Redactores de Re-
vistas Médicas (CIRPM), foram largamente aceites por au-
tores e redactores. Mais de 400 Revistas tém declarado que
s0 aceitar#o manuscritos se estes se conformarem com es-
tes requisitos.

Em Janeiro de 1987, um grupo de Redactores de algu-
mas revistas biomédicas de larga difusfo, publicadas em
inglés reuniram-se em Vancouver, Colémbia Britinica, e es-
tabeleceram normas técnicas uniformes para manuscritos
submetidos &s suas revistas. Estes requisitos, incluindo
formatos para referéncias bibliograficas, desenvolvidos para
o grupo de Vancouver pela Biblioteca Nacional de Medici-
na, foram depois publicados no inicio de 1979. O grupo de
Vancouver evoluiu para o Comité Internacional de Redac-
tores de Revistas Médicas. Ao longo dos anos o grupo tem
revisto as normas. Mais de 400 revistas tém aceitado ma-
nuscritos preparados de acordo com as normas. E impor-
tante salientar o que estas normas implicam e o que néo
implicam.

Em primeiro lugar, as normas sfo instrucdes aos auto-
res, sobre 0 modo como devem preparar manuscritos e néo
se destinam a dar conselhos aos redactores sobre o estilo
de publicagfio. (Mas muitas revistas tém extraido elementos
destas normas para os seus estilos de publicagfo).

Em segundo lugar, se os autores prepararem oS seus
manuscritos de acordo com o estilo especificado nestas
normas os redactores das revistas comprometem-se a ndo
devolver os manuscritos para alteracdes sobre pormeno-
res de estilo.

Em terceiro lugar os autores que queiram mandar ma-
nuscritos a uma revista participante, devem seguir as NOR-
MAS UNIFORMES PARA MANUSCRITOS As revistas par-
ticipantes deverfio declarar nas suas instrugdes aos auto-
res que as suas normas estdo de acordo com as Normas
Uniformes para Manuseamentos Submetidos a Revistas
Biomédicas e citar a versdo publicada.

Esta € a quinta Edic8o das Normas de Uniformizacéo

que a ACTA MEDICA PORTUGUESA publica, depois des-
ta revista ter sido adquirida pela Ordem dos Médicos.
A Revista Cientifica da Ordem dos Médicos, Acta Mg~

~ picA PORTUGUESA, subscreve 0s requisitos para apresenta-

ciio de manuscritos a revistas biomédicas, elaborados pela
Comissio Internacional de Editores de Revistas Médicas.

INTRODUCAQ

A defini¢do do nimero de Seccdes em que se divide
cada nimero da Revista Cientifica da Ordem dos Médicos,
Acta Mipica PorTucuesa é da responsabilidade da Direc-
cdo damesma.

Os artigos propostos nfio podem ter sido objecto de
qualquer outro tipo de publicagdo. As opinides expendidas
sdo da responsabilidade dos autores. Os artigos publica-
dos ficardo propriedade da Acta MEpica PORTUGUESA e
nfo poderdo ser reproduzidos, no todo ou em parte, sem
prévia autorizago da Direcgio.

Os artigos poderdo ser:

- Para publicagfio imediata, ou seja aceites sem altera-
coes;

- Para publicacfio com as alteraces propostas, ouseja
aceites apos correccdes ou modificagBes propostas pelos
peritos ou pelo Comité Redactorial aos respectivos autores
€ por estes aceites;

- Publicados sob a forma de resumo, apds prévio acor-
do dos autores;

- Sem interesse para a Acta Médica Portuguesa ou
seja recusados para publicacéo.

O motivo da recusa e os pareceres dos peritos serdo
sempre comunicados aos autores.

MANUSCRITO

Todos os trabalhos devem ser enviados para o Director
da Acta Mipica Portucuesa (AMP) nas seguintes condi-
¢Oes:

- serem acompanhados de uma carta de pedido de pu-
blicacio onde conste a classificacio do artigo de acordo
com as diferentes rubricas da AMP;

- serem acompanhado de declaragfio de originalidade e
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de cedéncia de direitos de propriedade do artigo, assinada
por todos os autores;

- todos os elementos do trabalho, incluindo a
iconografia, devem ser enviados em triplicado além do ori-
ginal do trabalho (Original + Trés copias);

- no manuscrito deve figurar a morada do autor respon-
savel pela correspondéncia;

- o artigo deve ser apresentado na seguinte ordem: 1 —
titulos em portugués e em inglés; 2 — autor(es); 3 — local
onde foi efectuado o trabalho; 4 — grau académico do(s)
autor(es); 3 — resumo em portugués e em inglés com pala-
vras-chave ¢ key-words; 6 —texto; 7 —agradecimentos; 8 —
bibliografia; 9 — legendas, 10 — figuras; 11 —quadros.

As paginas devem ser numeradas segundo a sequéncia
referida atras. No caso de haver uma segundo versfo do
artigo, este deve também ser enviada o original mais duas
copias.

TITULOSE AUTORES

Escrito na primeira pagina, o titulo deve ser o mais con-
ciso e explicito possivel. A indicacio do(s) autor(es) deve
ser feita pelo nome clinico ou com a(s) inicial(ais) do(s)
primeiro(s) nome(s) seguida do apelido. Na mesma pagina
deve constar o centro onde o trabatho foi executado; o grau
académico ou cargo de cada autor, se houver mais do que
um; o(s) organismo(s), departamento(s), ou servicos hos-
pitalares outros em que o(s) autor(es) exercam a sua activi-
dade; a direcgio do autor responsavel pela correspondén-
cia.

Nota: 0 nome do(s) autor(es) s6 deve(m) constar(em)
na primeira pagina.

RESUMOE PALAVRA-CHAVE

Na segunda pagina deve constar novamente o titulo
do artigo. A seguir deve ser redigido o resumo em portu-
gués e em inglés com respectivo titulo. Para os trabalhos
originais e revisdes, deverd compreender entre 350 a 400
palavras e cerca de 150 para os casos clinicos. Serd segui-
do de uma lista de trés a dez palavras-chave que servirdo
de base & indexacdo do artigo. Deve ser usada a termino-
logia que consta na lista do Index Medicus: Medical
Subject Headings (MeS.H.).

TEXTO
O texto deverd ser apresentado em portugués, so ex-

cepcionalmente se aceitard redaccio em inglés. Deve ser
dactilografado em papel A/4, a dois espagos, com mar-

gens de pelo menos 2,5 em. Deve ser limitado a 12 paginas
para os artigos originais e revisGes e seis para casos clini-
cos.

NOS ARTIGOS ORIGINAIS

Deve ser subdividido em: introdu¢fo; material ou po-
pulagfio e métodos; resultados; discussiio e conclusdes.

As abreviaturas utilizadas devem ser objecto de
especificagfio anterior. Ndo se aceitam abreviaturas nos
titulos dos artigos. Os pardmetros ou valores medidos de-
vem ser expresso em unidades internacionais (S.1.Units,
the SI for the Health Professions, WHO, 1977), utilizando
para tal as respectivas abreviaturas adoptadas em Portu-
gal. Os ndmeros de um a dez devem ser escritos por exten-
s0, excepto quando t8m decimais ou se usam para unida-
des de medida. Numeros superiores a dez séo escritas em
algarismo, salvo no inicio de uma frase.

A numeracgfio das figuras faz-se com algarismos ara-
bes e dos quadros com numeracio romana.

Os agradecimentos devem ser colocados no fim do
texto, antes da bibliografia.

BIBLIOGRAFIA

A bibliografia deve dactilografada em condigdes iguais
ao texto.

As referéncias devem ser classificadas e numeradas
por ordem de entrada no texto. O niimero de ordem deve
constar do texto e serfio no méaximo de 30 para os artigos
originais e revisdes e 12 para os casos clinicos. Nas refe-
réncias das revistas (a), capitulos de livros editadas por
outros autores (b), ou livros escritos e editados pelos
mesmos autores {c) devem constar.

a) Revistas: relacfio de todos os autores, excepto
se ultrapassar seis nomes. Entfo constardo os trés primei-
ros nomes seguido de et al. O(s) nome(s) do(s) autor(es)
devem ser em mailisculas (ver exemplo), titulo do artigo,
nome darevista (utilizar as abreviaturas do Index Medicus),
ano, volume e paginas, Ex.: KLEIN LW, RICHARD AD,
HOLT J, SMITH H, GORLIN R, TEICHHOLZ LE: Effects of
chronic tobacco smoking on the coronary circulation. J
Am Coll Cardiol 1983;1:421-6

As abreviaturas utilizadas para designar as Revistas e
Jornais mais comummente citados encontram-se no apén-
dice das normas de para uniformizagfo dos manuscritos
para publicac8io em revistas biomédicas do Comité Inter-
nacional de Editores de Revistas Médicas. S8o omitidos
nessas citagfes os artigos definidos e indefinidos e ainda
as conjunces. Se se tratar de um resumo apresentado
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durante uma Reunifio Cientifica e publicado apenas sob a
forma de abstract deve constar tal facto sob a forma de
abst.

b) Capitulos em Livros: Nome(s) e inicial(ais) do(s)
autor(es9 do capitulo ou da contribuico citados. Titulo e
nimero de capitulo ou contribuigdo. Nome e iniciais dos
editores médicos, titulo do livro, cidade e nome da casa
editora, ano de publicacfo, primeira e Gltima paginas do
capitulo: Ex.: SCHIEBLER GL, VAN MIEROP LHS,
KROVETZ LIJ: Diseases of the tricuspid valve. In: Moss
Aj, Adams F, eds. Heart Disease in Infants, Children and
Adolescents. Baltimore. Williams & Wilkins 1968;134-9

¢) Livros: Nome(s) e inicial(ais) do(s) autor(es). Titulo
do livro. Cidade e nome da casa editora, ano da publica-
¢Ho, pagina. Ex.: BERNE E: Principles of Group Treatment.
New York: Oxford University Press 1966:26.

LEGENDAS

As legendas das figuras devem ser dactilografadas a
duplo espaco em folhas separadas, numeradas em sequén-
cia depois da altima pagina da bibliografia. Devem ser o
mais concisas possivel. As abreviaturas utilizadas nas fi-
guras sdo explicadas seguindo a ordem alfabética. As fi-
guras sdo numeradas com algarismos drabes pela ordem
em que aparecem no texto.

FIGURAS

Todas as figuras serdo enviadas em quadruplicado,
indicando no dorso, de preferéncia a lapis, o nimero da
figura, as iniciais do primeiro autor, duas ou trés palavras
significativas do titulo, e qual a parte superior e inferior da
figura.

O total de figuras e quadros ndo deve ultrapassar os
oito para os artigos originais e 0s cinco para os casos
clinicos e revises. As figuras ou quadros coloridos, ou
0s que ultrapassem os nimeros atrés referidos, serfio pu-
blicados a expensas dos autores.

As letras ou simbolos das figuras nfo podem ser ma-
nuscritos. De preferéncia utilizar letras decalcadas. De-
vem ter tamanho que permita uma eventual redugio da
figura sem se tornarem ilegiveis. Os esquemas, curvas,
graficos, etc., devem ser executados a tinta-da-china ou
por decalque.

Além dos originais, devem ser enviadas trés copias
fotograficas em papel! brilhante e bem contrastadas com
as dimenses 10 a 12x16 a 18 cm preferenciais, jamais exce-
dendo 20x25 cm.

Os registos graficos devem ser a preto em fundo bran-

(¥5)

co, reduzidos 4 largura de uma coluna (72 mm) e devem
conter no interior da figura as indica¢des necessarias a
sua interpretacdo. Os detalhes comentados no texto ou na
legenda devem ser visiveis, sem possibilidade de equivo-
co, prevendo uma eventual redugéo.

Os autores que dispdem de material informéatico pode-
rdo enviar as figuras, do artigo aceite para publicagio, em
CD no programa photoshop ou jpeg com 300 dpi’s.

QUADROS

Devem assinalar-se no texto os locais onde os qua-
dros devem ser inseridos. Cada quadro constard de uma
folha separada. Serdo dactilografados a espaco duplo.
Terfo um titulo informativo na parte superior e serfo nu-
merados com algarismos romanos pela ordem de aparicio
no texto. Na parte inferior colocar-se-4 a explicagdo das
abreviaturas utilizadas. Deve evitar-se as linhas de sepa-
ragdo verticais e limitar a utilizagéo das horizontais aos
titulos e subtitulos.

MODIFICACOES EREVISOES

No caso do artigo ser aceite ap6s modificacOes, estas
devem ser realizadas pelos autores no prazo de trinta dias.

As provas tipograficas serdo enviadas ao(s) autor(es),
contendo a indicagio do prazo de revisdo, em fungio das
necessidades de publicacfio da Revista.

No entanto, a Direcgfio da Acta MEDpicA PORTUGUESA
solicita ao(s) autor(es), que o prazo para a correcgdo das
provas tipograficas, ndo deve ultrapassar os cinco dias
uteis, a contar do carimbo dos CTT..

O nido respeito pelo prazo desobriga da aceitaciio da
revisdo dos autores, sendo a mesma efectuada exclusiva-
mente pelos servigos da Revista.

CARTAS AO DIRECTOR

As cartas ao director devem constituir um comentario
critico de um artigo da revista, nfo podendo exceder as
300 palavras e um maximo de seis referéncias. As respos-
tas dos autores devem ter as mesmas caracteristicas.

NORMAS PARA O REGISTO EM SUPORTE
INFORMATICO

A Acta MEbpica PORTUGUESA, solicita que o texto final
do artigo aceite para publicaco, seja acompanhado de
uma disquete ou em CD-ROM, indicando o programa e
tipo de computador utilizado.
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Quadro I - Unidades de medida e termos estatisticos

APENDICE I — ABREVIATURAS VULGARMENTE UTILIZADAS

Termo

Abreviatura
ou simbole

Unidades de medida

ampere
ano

angstrom

barn

candela

centimetro quadrado
coulomb

curie

desintegragdo por minuto
desintegracdo por segundo
electrdo Volit
cquivalente

farad

gauss

grama

graus Celsius

henry

hertz

joule

hora

kelvin

litro

metro

minuto

molar

mole

newion

normal (concentragdo)
ohm

osmol

pascal

quilograma

toques por minuto
toques por segundo
unidade internacional
segundo

semana

volt

voltas por minuto
watts

Termos estatisticos

coeficiente de correlacdo
erro padriio da média
média

ndo significativo

namero de observacdes
probabilidade

razfio de varidncia

teste t de Student

desvio padrio

o Bt B

Ioul

min

mol

Q
osmol
Pa

kg

cpm

cps
Ul

sem

rpm

EPM
X

NS

n

P
F

I teste
DP

Quadro Il — Factores de combinagio

Nome e factor Simbole
tera - (10'%) i
giga - (10%) G
mega - (10% M
quilo - (10%) k
hecto - (10%) h
deca - (10") da
deci - (107) d
centi- {1072) c
mili - (107) m
micro- (10%) B
nano - (10" n
pico- (10%) P
femto - (10°) f
ato - {10'%) a

NORMAS PARA A APRESENTACAO DE MANUSCRITOS

Quadro 11l — QOutras abreviaturas usuais

Termo Abreviatura ou simbolo

acido desoxirribonucleico
adenosinafosfatase
adenosinadifosfato
adenosinarnonofosfato (acido adenilico)
adenosinatrifosfatase
adenosinatrifosfato
adrenocorticotrofina
atmosfera

bacilo de Calmette-Guérin
coenzima A

constante de Michaelis
cromatografia gas-liquido
diidroxifeniletilarnina
electrocardiograrna
clectroencefalograma

etil
ctilenadiaminatetracctato
guanosinamonofosfato (dcido guanilico)
hemoglobina

logaritmo (de base 10) log
logaritmo natural

logaritmo negativo da concentracio hidrogenidnica

metabolismo basal (por cento)

metil

peso

peso por pese

peso por volume

por

por cento

pressao parcial de CO?

pressdo parcial de O?

quociente respiratério

radiacdo (ionizante, dose absorvida)
sistema nervoso central

temperatura corporal, pressdo e saturagfio
temperatura ¢ pressdo padroes
ultravioleta

volume

volume por volume

virus entéricos citopatogénicos humanos Orfdos

DNA
ADPase
ADP
AMP
ATPase
ATP
ACTH
atm
BCG
COA
Km
CGL
doparnina
ECG
EEG

Et
EDTA
GMP
Hb

In

pH
MB
Me

P

p/p
pfvol

/
DCI
PCO?
PO?
QR
rad
SNC
TCPS
TPP
uv

vol
vol/vol
ECHO




NORMAS DE PUBLICACAO

ABREVIATURAS DOS NOMES DAS REVISTAS

CITADAS MAIS FREQUENTEMENTE

Acta Medica Scandinavica

Acta Médica Portuguesa

American Family Physician

American Heart Journal

American Journal of Cardiology

Aroerican Journal of Clinical Nutrition
Aroerican Journal of Clinical Pathology
American Journal of Digestive Diseases
American Journal of Diseases of Children
American Journal of Human Genetics
American Journal of the Medical Sciences
American Journal of Medicine

American Journal of Obstetrics and Gynecology
American Journal of Ophthalmology

Arocrican Journal of Pathology

Aroerican Journal of Physical Medicine
Aroerican Journal of Physiology

American Journal of Phychiatry

American Journal of Public Health

AJR; American Journal of Roentgenology
American Journal of Surgery

American Journal of Tropical Medicine and Hygiene
American Review of Respiratory Disease
Anaesthesia

Anesthesiology

Annals of Allergy

Annals of Internall Medicine

Annals of Otology, Rhinology and Laryngology
Laryngol

Annals of Surgery

Annals of Thoracic Surgery

Archives of Dermatology

Archives of Environmental Health

Archives of General Psychiatry

Archives of Internal Medicine

Archives of Neurology

Archives of Ophthalmology

Archives of Otolaryngology

Archives of Pathology and Laboratory Medicine
Archives of Physical Medicine and Rehabilitation
Archives of Surgery

Arthritis and Rheumatism

Blood; Journal of Hematology

Brain; Journal of Neurology

British Heart Journal

British Journal of Obstetrics and Gynaecology
British Journal of Radiology

British Journal of Surgery

British Medical Journal

Canadian Journal of Public Health

Canadian Medical Association Journal

Cancer

Chest

Acta Med Scand
Act Med Port

Am Fam Physician
Am HearthJ

Am ] Cardiol

Am I Clin Nutr

Am J Clin Pathol
Am Dig Dis

Am I Dis Child
AmJ Hum Genet
Am ] Med Sci
AmJMed

Am J Obstet Gynecol
AmJ Ophthalmot
Am ] Pathol

Am ] Phys Med
Am J Physiol

Am ] Psychiatry
Am J Public Health
AR

AmlJ Surg

Am] Trop Med Hyg
Aro Rev Respir Dis
Anaesthesia
Anesthesiology
Ann Allergy

Ann Intern Med
Ann  Otol  Rhinol

Ann Surg

Ann Thorac Surg
Arch Dermatol

Arch Environ Health
Arch Gen Psychiatry
Arch Intern Med
Arch Neurol

Arch Ophthalmol
Arch Otolaryngol
Arch Pathol Lab Med
Arch Phys Med Rehabil
Arch Surg

Arthritis Rheum
Blood

Brain

Br Hearth |

Br J Obstet Gynaecol
BrJ Radiol

Brl Surg

BrMed]

Can J Public Health
Can Med Assoc ]
Cancer

Chest

Circulation; Journal of the Aroerican Heart Association Circulation

Circulation Research

Clinical Pediatrics

Clinical Pharmacology and Therapeutics
Clinical Science and Molecular Medicine
Clinical Toxicology

Diabetes

DM: Disease-a-Month

Circ Res

Clin Pediatr (Phila)
Clin Pharmacol Ther
Clin Sci Mol Med
Clin Toxicol
Diabetes

DM
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Endoerinology Endocrinology
(astroenteroioy (astroenteroiogy
(erfatrics Gerfatrics

Gut Gut

Human Pathology Hum Pathol
Investigative Radiology Invest Radiol

JAMA: Journalofthe American Medical Association  JAMA.

Joumnal of Allergy and Cinical Immunoiogy T Allergy Clin Immunol
Journal of Applicd Physiology T Appl Physiol

Joumal of Biological Chemistry IBiol Chem

Journal of Bone and Joint Surgery; American Volume  JBone Joint Surg (Am)
Journal of Bone and Joint Surgery; British Volume JBone Joint Surg (Br) Journal
of Clinical Endoctinology and Meraoofism J CinEndocrinoi Metab
Journal of Clinical Investigation JClin Invest

Journal of Clinical Patholog ™ JClin Pathol

Journal of Expmmental Medicine JExpMed

Journal of Gerontology I Gerontol

Journal of Immunology Jlmmunol

Journal of Infectious Diseases Jinfect Dis

Journal of Inve-stigative Dermatology Jnvest Dermatol
Journal of Laboratory and Clinical Medicine JLab CinMed

Journal of Laryngology and Otology ILaryngol Otol

Journal of Medical Education JMed Edue

Journal of Nervous and Mental Dise~ JNervMentDis -
Journal of Neurosurgery JNeurosurg

Journal of Pathology JPathol

Jounal of Pediatrics JPediatr

Journal of Physiology J Physiol

Journal of Theracic and drdiovascuiar Surgery IThorac Cardiovase Surg
Journal of Trawm JTrauma

Journal of Urology JUrol

Lancet Lancet

Medicar Clinics of North America Med ClinNorth Am
Medical Letter on Drugsand Therapeutics Med Lett Drugs Ther
Medicine(Baltimore} Medicine(Baltimore)
New Engiand Journal of Medicine N EnglJ Med - (NEJM)
Obstetrics and Gynecology Obstet Gynecol
Pediatric Clinics of North America Pediatr ClinNorth Am
Pediatrics Pediatrics
Physiological Reviews Physicl Rev

Plastic and Reconstructive Surgery Plast Reconstr Surg
Posigraduate Medicine Postgrad Med
Progress in Cardiovascular Diseases Progr Cardiovasc Dis Public
Heaith Reporis Public Health Rep
Radioiogy Radioiogy
Rheumatology and Rehabilitation Rheumatol Rehabii
Seminers in Roenigenology Semin Roentgenol Surgery  Surgery

Surg Gynecology and Obsterics

Surg Gynecol Obstet




Anexo Il — Autorizacao para a utilizacdo da Figural
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Authorization to use a figure of "Diagnosis and treatment of Parkinson Disease: molecules to
medicine”

2 mensagens

Andreia Costa <andreiafgcosta@gmail.com> 26 de Dezembro de 2010 09:01
Para: jcistaffi@the-jci.org
Cc: tdawson@jhmi edu

Dear Journal of Clinical Investigation,
I'am a 6th year student of the Master in Medicine of the University of Porto (Portugal) and | would like to ask authorization for use the Figure 1 of the article "Diagnosis and treatment of

Parkinson disease. molecules to medicing”, J Clin Invest. Joseph M. Savitt, Valina L. Dawson, Ted M. Dawson Published in Volume 116, Issue 7
T16(7). 1744 doi10.11720CI29178.

This image would be used on my Master in Medicine.

JCI Staff <staff@the-jci.org> 27 de Dezembro de 2010 18:20
Para: Andreia Costa <andreiafgcosta@gmail coms

Thank you for contacting the JCI.

Permission granted for use in your Paper for your academic pursuit. Please keep circulation to a minimum for this purpose and we do not permit translations.

e do require a JCI citation and appreciate you adhering to our copyright policy. The citation should say, "Reproduced with permission from the American Society for Clinical Irvestigation, *..
and the citation should look like this:

Smith, 5., et al. 1924, Full title of article (usually in full). 4. Clin, Invest.f *B4*P#,

Please let me know if you have any other guestions.
Best regards,



