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APRESENTACAO DO CONTEUDO DA DISSERTACAO
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RESUMO

Introducdo: A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana € causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi e acomete oito milhdes de pessoas em todo o mundo.
Atualmente no Brasil, a forma mais frequente de transmissdo do parasito é a via oral,
correspondendo a cerca de 70% dos novos casos. A DC oral tem se mostrado mais severa
e dificil de se tratar do que a infecgdo adquirida pela via vetorial classica. Como ainda
ndo ha drogas totalmente eficazes e seguras para a DC, novos esquemas terapéuticos tém
sido testados, como o prolongamento do tempo de tratamento com o benzonidazol (BZ),
Unica droga disponivel no mercado brasileiro.

Métodos: Camundongos Swiss foram inoculados por via oral (VO) com 1x10*
tripomastigotas sanguineos das cepas colombiana (Tcl) e Y (Tcll) e tratados por VO
durante 20, 40 e 60 dias consecutivos com 100 mg / kg / dia de BZ. Amostras de sangue
foram coletadas para a obtencdo dos parametros parasitologicos derivados da curva de
parasitemia, realizacdo de hemocultura (HC) e PCR em tempo real (QPCR). Apos o
tratamento, os animais foram imunossuprimidos com 50 mg / kg / dia de ciclofosfamida
e novas amostras de sangue e tecido cardiaco coletadas para a gPCR. Animais que
apresentaram pelo menos um dos exames positivos foram considerados ndo curados.
Resultados: Camundongos inoculados por VO com a cepa Tcl apresentaram menores
valores de parasitemia, positividade da HC e mortalidade (20% Tcl; 50-% Tcll) do que
os inoculados com a cepa Tcll, sugerindo maior severidade desta Gltima na infecdo oral.
A gPCR apresentou-se positiva em todos animais, tanto nos controles nao tratados quanto
nos tratados com BZ por diferentes tempos de tratamento.

Conclusdo: Embora o tratamento com BZ tenha reduzido os parametros parasitoldgicos
e aumentando a sobrevida dos animais inoculados por VO com as duas cepas Tcl e Tcll

estudadas, as caracteristicas biologicas das cepas do parasito assim como a



biodisponibilidade e toxicidade hepéatica do BZ podem ter limitado a sua eficacia. A
mudanga no regime de tratamento com BZ, prolongando o tempo de administracdo do
farmaco de 20 para 60 dias, ndo alterou sua eficacia na infeccao oral murina experimental
pelas cepas Tcl e Tcll estudadas.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi | e Il, infeccdo oral, camundongos, regime de

tratamento, benzonidazol.



ABSTRACT

Introduction: Chagas disease (CD) or American trypanosomiasis is caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi and affects eight million people worldwide. Currently, in Brazil, the most
frequent form of parasite transmission is by oral route, corresponding to about 70% of new cases.
Oral CD has been more severe and difficult to treat than classic vector-acquired infection. As
there are still no fully effective and safe drugs for CD, new therapeutic regimens have been tested,
such as prolonging treatment time with benznidazole (BZ), the only drug available in the Brazilian

market.

Methodology: Groups of Swiss mice (n = 10) were orally inoculated (Ol) with 1x10* blood
trypomastigotes of Colombian (Tcl) and Y (Tcll) strains and treated by oral route for 20, 40 and
60 consecutive days with 100 mg / kg / day of BZ. Both treated animals (TBZ) and untreated
controls (NT) were submitted to fresh blood examination to obtain parasitological parameters
derived from the parasitemia curve, blood culture (BC) and real time PCR (gPCR). Following BZ
treatment, the animals were immunosuppressed with cyclophosphamide 50 mg / kg / day and
evaluated by gPCR in blood and cardiac tissue. Animals that presented at least one positive test

were considered therapeutic failure.

Results: Mice orally inoculated with the Tcl strain presented lower levels of parasitemia, BC
positivity and mortality rates than those inoculated with the Tcll strain, suggesting higher severity
of the latter in oral infection. The different treatment times promoted significant reduction in all
evaluated parameters and for both strains, except in the gPCR that was positive in all animals

(100% positivity), both in TBZ animals, for different times, and in NT controls.

Conclusion: Treatments with BZ for different times promoted significant reduction in parameters
derived from the parasitemia curve and BC positivity and increased survival of animals. However,
the change in the BZ treatment regimen, extending the drug administration time from 20 to 60
days, did not alter its efficacy in experimental murine oral infection by the studied Tcl and Tcll

strains.
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RESUMO

Introducdo: A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana € causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi e acomete oito milhdes de pessoas em todo o mundo.
Atualmente no Brasil, a forma mais frequente de transmissdo do parasito é a via oral,
correspondendo a cerca de 70% dos novos casos. A DC oral tem se mostrado mais severa
e dificil de se tratar do que a infecgdo adquirida pela via vetorial classica. Como ainda
ndo ha drogas totalmente eficazes e seguras para a DC, novos esquemas terapéuticos tém
sido testados, como o prolongamento do tempo de tratamento com o benzonidazol (BZ),
Unica droga disponivel no mercado brasileiro.

Métodos: Camundongos Swiss foram inoculados por via oral (VO) com 1x10*
tripomastigotas sanguineos das cepas colombiana (Tcl) e Y (Tcll) e tratados por VO
durante 20, 40 e 60 dias consecutivos com 100 mg / kg / dia de BZ. Amostras de sangue
foram coletadas para a obtencdo dos parametros parasitolégicos derivados da curva de
parasitemia, realizacdo de hemocultura (HC) e PCR em tempo real (QPCR). Apds o
tratamento, os animais foram imunossuprimidos com 50 mg / kg / dia de ciclofosfamida
e novas amostras de sangue e tecido cardiaco coletadas para a qPCR. Animais que
apresentaram pelo menos um dos exames positivos foram considerados ndo curados.
Resultados: Camundongos inoculados por VO com a cepa Tcl apresentaram menores
valores de parasitemia, positividade da HC e mortalidade (20% Tcl; 50-% Tcll) do que
os inoculados com a cepa Tcll, sugerindo maior severidade desta Gltima na infecdo oral.
A gPCR apresentou-se positiva em todos animais, tanto nos controles néo tratados quanto
nos tratados com BZ por diferentes tempos de tratamento.

Conclusao: Embora o tratamento com BZ tenha reduzido os parametros parasitologicos
e aumentando a sobrevida dos animais inoculados por VO com as duas cepas Tcl e Tcll
estudadas, as caracteristicas biologicas das cepas do parasito assim como a

biodisponibilidade e toxicidade hepatica do BZ podem ter limitado a sua eficacia. A
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mudanga no regime de tratamento com BZ, prolongando o tempo de administracédo do
farmaco de 20 para 60 dias, ndo alterou sua eficacia na infeccao oral murina experimental
pelas cepas Tcl e Tcll estudadas.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi | e Il, infeccdo oral, camundongos, regime de

tratamento, benzonidazol.
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INTRODUCAO

Estima-se que oito milhGes de pessoas em todo o mundo estejam infectados com o
Trypanosoma cruzi, agente causador da doenga de Chagas (DC) ou tripanossomiase
americana, infec¢do que causa de mais 10 mil mortes por ano, sendo um sério problema
de saude publica, principalmente na América Latina [1,2]

T. cruzi € um protozoario hemoflagelado de vida intracelular e apresenta notavel
heterogeneidade genética, com a espécie dividida em seis linhagens genéticas ou unidades
de tipagem distintas (DTU), designadas de Tcl a TcVI [3]. As cepas de diferentes DTU
podem apresentar propriedades bioldgicas distintas, incluindo resisténcia a farmaco [4,5].
A principal forma de aquisi¢do da DC é por meio da transmissdo vetorial, ou seja, o
contato com as excretas de triatomineos, dos quais trés géneros apresentam importancia
epidemiolégica: Rhodnius, Panstrongylus e Triatoma [6]. ApOs a penetracdo do parasito
no hospedeiro tem inicio a fase aguda da DC, caracterizada pela presenca das formas
tripomastigotas no sangue (TS), que infectam diversos 6rgdos, provocando lesdes e
destruicdo celular [7-9]. Apds a 82 semana de infeccdo, da-se inicio a fase cronica, que é
caracterizada pela presenca das formas amastigotas (AMA) em diferentes tecidos do
hospedeiro e auséncia das formas TS circulantes [10]. Esta fase geralmente é
assintomatica (em 50 a 70% dos casos), podendo apresentar sintomas relacionados a
presenca dos parasitos nos tecidos (musculo cardiaco e liso, € nervoso) causando morte
celular, fibrose tecidual e infiltrado inflamatério [7,8]

Entre 1962 e 1970, dois farmacos foram disponibilizados no mercado mundial: o
nifurtimox (NX) e o benzonidazol (BZ) [11,12]. O NX é um 5-nitrofurano produzido pela
Bayer e comercialmente chamado Lampit®, com o uso descontinuado no Brasil desde a
década de 1980. O BZ atua na formacgéo de radicais livres pela redu¢do do grupo nitro

produzindo espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERN) durante o
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metabolismo (principalmente OH" e Oxido nitrico [NO]), que também, por meio de
injarias celulares, mata as formas TS e AMA do parasito [13-15]. Uma série de efeitos
colaterais decorrentes do uso deste farmaco tem sido descrito, como hepatite tdxica,
Imunossupressao, intolerancia digestiva e anorexia [16-18].

Por outro lado, a via de transmisséo oral (VO) seja, provavelmente, a mais antiga
estratégia para a dispersdo de T. cruzi entre mamiferos e tem se destacado no cenério
epidemioldgico atual na transmissdo da DC. Vem sendo demonstrado pelo nosso grupo
que a infeccdo experimental de camundongos pela via oral com diferentes cepas de T.
cruzi (Tcl, Tcll e TclV) pode ser mais severa em relacdo a via intraperitoneal [19-20].
Enguanto uma droga tripanocida com maior eficacia ndo é apresentada, novos esquemas
terapéuticos usando as disponiveis no mercado devem ser testados, visando aumento na
eficacia, qualidade de vida dos pacientes e cura [21]. Acredita-se que com a extensdo do
tempo de tratamento com o BZ, o farmaco atue nos parasitos de replicacdo lenta, como
demonstrado por MAZZETTI et al. (2018) [22] que, em estudos néo clinicos, obtiveram
evidéncias de que a eficacia do BZ ¢é dose e tempo dependente, fornecendo dados
relevantes para otimizar o tratamento de pacientes com DC.

Assim, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do tempo de tratamento na
eficacia do BZ em camundongos inoculados por via oral com tripomastigotas sanguineos
das cepas colombiana (Tcl) e Y (Tcll) de T. cruzi, utilizando ciclofosfamida (Cy) e a

reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) no monitoramento da cura.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

O uso, manutencdo e cuidados com os animais experimentais foram realizados em

conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
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Animal. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM), protocolo N° 9659251017.
Inoculacédo dos animais

Foram utilizados camundongos sui¢os, machos, de 25 a 30 dias, pesando entre 18 a 25 g
adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringd (UEM) e mantidos
durante todo o experimento no biotério do Setor de Parasitologia do Departamento de
Ciéncias Basicas da Saude, da mesma instituicdo. As condi¢bes ambientais como
temperatura (212 °C), umidade (60-70%) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12
horas) foram controladas e os animais divididos em gaiolas de polipropileno (Alesco,
dimensdes de 20 x 32 x 21 cm), com nimero maximo de 5 animais por caixa, e agua e
racdo a vontade.

Os camundongos foram mantidos em jejum de 12 horas antes de serem inoculados por
via oral (gavagem). Dois grupos de 60 animais foram inoculados com 1x10*
tripomastigotas sanguineos (TS) / animal provenientes de camundongos previamente
infectados, em um volume de 1,0 mL de meio Liver Infusion and Tryptose (LIT). Foram
utilizadas as cepas Colombiana, classificada como Tcl e considerada resistente ao BZ, e

Y, genotipada como Tcll e parcialmente resistente ao BZ [23].
Grupos experimentais

Para cada cepa, os camundongos foram divididos de acordo com o0 peso em seis grupos
com 10 animais cada. Metade dos animais foi tratada por via oral com BZ na dose de 100
mg / kg / dia por 20, 40 e 60 dias consecutivos (TBZ-20, TBZ-40 e TBZ-60), a partir do
10° dia apos inoculagdo (dai) e a outra metade ndo recebia o tratamento e constituia os
grupos controles néo tratados para cada tempo de tratamento (CNT-20, CNT-40 e CNT-

60). Uma semana apds o fim do tratamento de cada grupo, tanto os animais TBZ quanto
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0s CNT, eram submetidos & imunossupressédo com ciclofosfamida (Cy) 50,0 mg / kg, por
quatro dias consecutivos na primeira semana, e por trés dias consecutivos, nas duas

semanas seguintes [24].

Taxas de infecciosidade e sobrevida

O animal que apresentou resultado positivo em pelo menos um dos testes realizados
(exame de sangue a fresco — ESF, hemocultura— HC, reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real — gPCR) foi considerado infectado. A taxa de infecciosidade foi obtida pela
razdo entre o numero de animais infectados e o nimero de animais inoculados x100. A
andlise da sobrevivéncia dos animais nos diferentes grupos experimentais foi realizada

diariamente ao longo de todo o experimento para se tracar o grafico de Kaplan-Meier.

Avaliagdo da eficécia dos tratamentos

Para avaliar a eficacia dos diferentes tempos de tratamento com BZ, os animais foram
submetidos ao exame de sangue a fresco, hemocultura e PCR em tempo real do tecido

cardiaco e do sangue antes e apds imunossupressao com Cy.

Exame de sangue a fresco (ESF)

Foram coletados 5 pL de sangue da veia caudal de cada camundongo, diariamente, a
partir do 3° dai até a negativacdo por trés dias consecutivos, para se avaliar a parasitemia
conforme Brener (1962) [25]. Com estes dados era tracada a curva de parasitemia média
e obtidos os seguintes parametros derivados: (1) periodo pré-patente (PPP), periodo que
corresponde do dia da inoculacéo até o primeiro resultado positivo; periodo patente (PP),
periodo durante o qual era detectada parasitemia; (2) pico maximo de parasitemia (Pmax),

gue consiste na média calculada a partir do pico de parasitemia detectado para cada
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camundongo; dia do pico maximo (DPmax) e area sob a curva de parasitemia (ASC). O

ESF foi também utilizado para se confirmar a infecgdo dos animais inoculados.

Hemocultura

A hemocultura (HC) foi realizada sete dias ap6s o fim tratamento etioldgico e antes da
imunossupressao, conforme Filardi e Brener (1987) [23]. As amostras de sangue foram
coletadas do plexo venoso retrorbital, inoculadas em meio LIT e incubadas em estufa
BOD a 28 °C. Com os resultados desta técnica foi obtido o pard@metro porcentagem dos

animais com HC positiva (%HC+).

Obtencdo de amostras biolégicas para a q°PCR

Amostras de tecidos sanguineo e cardiaco para extracdo de DNA foram obtidas da
seguinte forma: Sete dias apds o fim do tratamento com BZ e antes de submeter os
animais a imunossupressdo, 400 puL de sangue eram coletados do plexo retrorbital dos
animais e adicionados a 35 pL de citrato de sédio. Outros 400 pL de sangue foram
coletados da mesma forma, no sétimo dia apds o término da imunossupressdo, assim

como o coragao, coletado in totum e congelado no freezer a -80 °C até o uso.

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

A gPCR foi realizada para deteccdo de DNA de T. cruzi e quantificacdo da carga
parasitaria sanguinea e do tecido cardiaco. O DNA foi extraido pelo método
fenol/cloroférmio, como descrito por Caldas et al. (2012) [26] e modificado por
Gruendling et al. (2015). O DNA obtido foi analisado através do kit QuantiNova SYBR
Green PCR (Quiagen) com 100 ng de DNA genbmico total, utilizando os iniciadores

TCZ-F (5 -GCTCTTGCCCACAMGGGTGC- 3°) e TCZ-R (5 -
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CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG- 3’) [26]. As amostras foram amplificadas em
LightCycler® 480 mediante desnaturacdo a 95 °C durante 2 min, 35 ciclos de
amplificagdo a 95 °C durante 15 segundos, e 60 °C durante 10 seg. Para monitorar o0s
dimeros de iniciadores ou a formacgédo de produtos ndo especificos, foi realizada a analise
da curva de fuséo de 65 °C a 97 °C ao final de cada ensaio.

Foi estabelecida uma curva padrdo usando DNA purificado de T. cruzi; diluigdes em série
variando de 100 a 0,001 ng de DNA foram adicionadas aos pocos da placa de reagdo em
triplicata. A curva padréo foi gerada pelo software LightCycler® 96 e utilizada para
calcular a relacdo equivalente parasito em cada amostra. O equivalente parasito foi
baseado na quantidade de DNA por célula epimastigota, onde foram considerados 200 fg
/ parasito [27]. Com esses resultados obteve-se a percentagem de camundongos com
gPCR positiva (%gPCR+) e a média da carga parasitaria (CP) em equivalente parasito

por mL (Eqg. par/mL) para cada grupo experimental.

Tratamento estatistico

Os dados foram distribuidos em tabelas de frequéncia e descritos em termos de
percentagens ou médias. As andlises estatisticas foram realizadas no programa Bioestat
5.0 (Belém, Para, Brasil), com nivel de significancia de 5%. As proporcoes foram
comparadas usando o teste qui-quadrado e as médias foram comparadas utilizando os

testes de Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis.

RESULTADOS

A a taxa de infecciosidade (%INF) dos animais inoculados com a cepa Tcl foi de 50%,
considerando ESF e HC, sem os dados da gPCR. Nos animais inoculados com a cepa Tcll
a %INF foi de 100%, uma vez que todos os animais apresentaram resultado positivo em

pelo menos um dos testes utilizados (ESF, HC e/ou gPCR).
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Curvas de parasitemia

As curvas de parasitemia média obtida a partir dos resultados do ESF estdo apresentadas
na figura 1 para os grupos de animais infectados com a cepa colombiana (Tcl) (Figura

1a) e Y (Tcll) (Figura 1b) de T. cruzi, respectivamente.

Pela analise do grafico da figura 1a pode-se observar que os animais infectados com Tcl
e que ndo receberam o tratamento etioldgico (CNT) apresentaram PMax de 9x10°
tripomastigotas sanguineos (TS)/0,1mL de sangue e
Dpmax em torno do 20° dai. Para os animais CNT inoculados com Tcll (Figura 2b), o
PMax foi de 1,4x10° TS /0,1 mL de sangue e 0 Dpmax ocorreu no 12° dai.

Os parametros derivados da curva de parasitemia média dos animais inoculados com as
duas cepas de T. cruzi estudadas, tratados com BZ e CNT, estdo apresentados na tabela
1. Na comparagédo entre as cepas, dos animais CNT, pode-se observar que aqueles
inoculados com a cepa colombiana (Tcl) apresentaram maior PPP, Pmax mais tardio,
menores valores de PP, Pmax e ASC do que aqueles inoculados com a cepa Y (Tcll)
(p<0,05), exceto 0 Pmax (p=0,11) e o PP (p=0,15) dos animais CNT-40 (Tabela 1). Esses
achados sugerem maior viruléncia da cepa Tcll em comparacdo com a cepa Tcl na
infeccdo oral experimental com TS. Na comparagéo entre os animais CNT e TBZ, tanto
dos infectados com a cepa Y (p<0,05) como os infectados com a cepa Colombiana
(p=0,0036), pode-se verificar que o tratamento promoveu reducdo dos valores de todos
estes parametros, indicando ampla acéo tripanocida do BZ nas formas TS.

A comparacdo da ASC entre os grupos TBZ e CNT, infectados com a mesma cepa,
mostrou diferencas significativas (p<0,05), indicando reducdo deste parametro pelo
tratamento. Quando o mesmo parametro é considerado na comparacéo entre grupos CNT

das duas cepas, também é observada diferenca estatistica, sendo a ASC dos infectados
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pela cepa colombiana (2,2+1,3) menor (p=0,0001) que a dos infectados com a cepa Y

(45,73 £16,56) (Tabela 1).

Positividade da hemocultura e sobrevida

As taxas de hemocultura positiva (%HC+) dos camundongos dos diferentes grupos
experimentais sdo apresentadas na figura 2. As %HC+ dos camundongos inoculados com
a cepa Tcl variam de 0% (CNT-60) a 20% (CNT-20 e CNT-40) nos controles e 0% nos
grupos tratados (TBZ), enquanto que os inoculados com a cepa Tcll apresentaram
variaram de 50% (CNT-40) a 100% (CNT-20) para os grupos controles e de 20% (TBZ-

20) a 80% (TBZ-60) para os grupos tratados.

As taxas de sobrevivéncia dos animais inoculados com a cepa colombiana foram de 80%
(CNT- 40 e 60) nos controles e de 100% nos grupos tratados. Nos animais inoculados
com a cepa Y, a sobreida variou de 30 a 50% (CNT) e de 80 a 100% nos grupos tratados
(TBZ). Na comparagédo das taxas de sobrevivéncia entre os animais inoculados com as
duas cepas observa-se que 0s grupos infectados com a cepa colombiana apresentaram
maiores valores em relacdo aos infectados com a cepa Y (Figura 3). Quando comparados
0s grupos CNT e TBZ para a mesma cepa, as taxas de sobrevida dos animais TBZ foram

superiores aos animais do CNT para ambas as cepas.

Positividade da PCR em tempo real e carga parasitaria

A figura 4 apresenta a CP em termos de equivalente parasito nos tecidos dos
camundongos infectados com a cepa Y. No sangue, antes da imunossupressao com Cy, a
CP variou de 3,5 Eq. par/mL (CNT-60) a 6,5 Eq. par/mL (CNT-40) (figura 4a) e apés a

imunossupressao, de 8500 Eq. par/mL (TBZ-40) a 9000 Eq. par/mL (CNT-40) (figura
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4b). A %gPCR foi de 100% positiva para todos os grupos inoculados, com a persisténcia
de DNA do parasito no sangue circulante antes e apos a imunossupressdo com Cy para
todos os tempos de tratamento, com aumento significativo na CP sanguinea pos
imunossupressao, confirmando a reativagéo da infeccdo. No coracédo, a CP variou de 5,0
Eq. par/mL (CNT-40) a 6,5 Eq. par/mL (CNT-20) (figura 4c). A persisténcia de DNA do
parasito também é verificada nas amostras de tecido cardiaco de todos os grupos apos a
imunossupressao, sem diferencas estatisticas entre eles (p=0,66), indicando que a carga
parasitaria (CP) semelhante apds imunossupressdo dos animais TBZ e CNT. Néo foram
obtidos dados da CP cardiaca antes da imunossupressdo uma vez que era necessaria a
eutandsia do animal. Os danos teciduais, principalmente no figado, causados pelos
diferentes tempos de tratamento com BZ na infecgdo por VO com formas TS das cepas

Tcl e Tcll deste estudo ndo foram avaliados no presente estudo.

DISCUSSAO

A ocorréncia de infeccdo oral pelo T. cruzi via consumo de alimentos contaminados com
0 parasito tem se acentuado nas Ultimas décadas. No Brasil, entre os anos 2000 e 2017,
69% dos novos casos registrados de DC foram adquiridos por via oral, sendo esta via de
infeccdo mais severa e letal [28-30]. Por outro lado, a busca por moléculas mais eficazes
no tratamento da DC tem sido realizada, mas sem perspectivas promissoras até o
momento. Assim, 0 uso de novos esquemas terapéuticos com os farmacos disponiveis
torna-se necessario, com vistas a cura ou ao prolongamento da sobrevida dos pacientes.
Usado desde a década de 70, o pro-farmaco BZ é a Unica droga disponivel no mercado
brasileiro para o tratamento da DC. Sua agéo tripanocida deve-se a citotoxicidade causada
por seus metabdlitos, derivados principalmente pela acdo das nitroredutases, presentes no
parasito (tipo I) e em humanos (tipo II), que reduz o grupo nitro da droga a um grupo

amino, produzindo radicais livres e metabdlitos eletrofilicos. A nitroredutase tipo | é a
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responsavel pela agdo tripanocida, enquanto o tipo 11 estd envolvida nos efeitos colaterais
e toxicidade do BZ [21,31].

No presente trabalho, a cepa Tcll mostrou-se mais virulenta e letal que a cepa Tcl nos
animais inoculados com as formas TS por VO, apresentando maiores niveis de
parasitemia e mortalidade, o que é consistente com outros estudos realizados com essas
mesmas cepas [19] e com camundongos inoculados por via IP com cepas das mesmas
DTU [32]. A diferenga na infeciosidade entre Tcl e Tcll deste estudo pode estar
relacionada as caracteristicas bioldgicas de cada cepa, como as relacionadas a expressao
da proteina gp85 e mucinas, presentes em grande quantidade nas formas TS e
responsaveis pela adesdo e penetracdo do T. cruzi nas células de mamiferos [33,34].
Observamos também que tanto os animais infectados com a cepa Tcl como os infectados
com a cepa Tcll, e tratados com BZ, tiveram aumento na sobrevida em todos os tempos
de tratamento, devido a supressdo da parasitemia, mesmo que a cura nao tenha sido
alcancada. Estes achados corroboram com outros autores, que observaram que as formas
TS s@o mais suscetiveis ao BZ do que as formas amastigotas e a diminuicdo de lesdes em
6rgdos alvos devido a injuria celular, causada por processos inflamatérios em animais
infectados com as mesmas cepas, estendendo a sobrevida dos animais tratados na fase
aguda da doenca [32, 35].

Os animais de todos grupos infectados com a cepa Y de T. cruzi por VO e tratados com
BZ, apresentaram falha terapéutica, comprovada pela presenca do DNA do parasito do
sangue e tecido cardiaco detectados na qPCR (100% positivos) do sangue antes e apds
imunossupressdo, que mostrou a reativagdo da infeccdo apos imunossupressdo, com
aumento de 20 vezes na CP demonstrada pela gPCR, indicando a persisténcia de parasitos
da cepa Y (Tcll), mesmo com o prolongamento do tempo de tratamento com o BZ de 20

para 40 e 60 dias consecutivos. Estes resultados diferem de outros estudos que utilizaram
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as mesmas cepas, tripomastigotas da mesma origem (TS) e curso de tratamento de 40
dias. Porém, em nenhum desses estudos os animais foram inoculados pela via oral
[21,22].

Além da infeccdo por via oral se mostrar mais severa [20], o figado é significativamente
mais afetado na infecgdo por via oral com o T. cruzi em comparagdo com a via
intraperitoneal, majoritariamente utilizada nos modelos experimentais [36]. Sabe-se
também do elevado tropismo tecidual da cepa Y pelos 6rgéos do sistema fagocitario
mononuclear (SFM), especialmente o figado [37].Tanto animais inoculados por via IP
com as mesmas cepas (Y e Colombiana) e indculo [21,22] quanto aqueles inoculados por
via oral com tripomastigotas derivados de cultura acelular da cepa AM14 (TclV, de baixa
viruléncia e sem tropismo para a figado [38], mostraram aumento na eficacia do BZ
devido ao aumento no tempo de tratamento. Os primeiros autores obtiveram aumento na
eficacia para a cepa colombiana inoculada por via IP (de 0 para 50%) e o segundo obteve
25%, com a cepa AM14 e inicio do tratamento no quinto dia apds inoculacdo. Estes dados
sugerem que tanto a diferenca genética entre as DTU de T. cruzi, o0 que repercute em suas
propriedades bioldgicas, quanto a forma infectante presente no inéculo, tenham
influenciado na resposta ao tratamento com BZ dos animais, assim como o tempo de
inicio do tratamento. O inicio tardio do tratamento na fase aguda permite que o TS infecte
maior quantidade de células do mamifero, ou seja, com infeccdo ja estabelecida,
aumentando também a quantidade de formas AMA, que sdo menos suscetiveis a acao do
BZ in vivo. Em nivel celular, o T. cruzi € capaz de modular genes especificos para sua
propria protecdo e replicacdo no ambiente intracelular do hospedeiro, promovendo
adaptabilidade genética, que pode levar a resisténcia do parasito ao farmaco [39]. No
entanto, salientamos que o mecanismo de resisténcia do parasito ao BZ é um processo

complexo e com diversos mecanismos envolvidos.
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O BZ administrado por via oral é absorvido no intestino, seguindo para o figado, onde
sofre metabolismo de primeira passagem principalmente pela acdo da enzima P450
redutase e nitroredutase Il, gerando radicais livres de oxigénio e nitrogénio e causando
estresse oxidativo, o que esta relacionado com a toxicidade hepética do farmaco. O
tropismo de T. cruzi pelo tecido hepético ja é conhecido, em especial de Tcll, como a
cepa Y, causando danos ao 6rgdo [40]. Tanto a infecgdo pelo T. cruzi quanto a terapia
com o BZ, isoladamente, sdo capazes de aumentar a expressdo de enzimas antioxidantes
e liberacdo de enzimas hepaéticas, indicando estresse oxidativo, que ao promover oxidagao
de lipideos e de proteinas hepética, causa lesGes no figado. Quando combinados, a
infeccdo pelo T. cruzi e a administracdo do BZ podem aumentar a gravidade da lesdo
hepética, derivada, possivelmente, do estresse oxidativo desencadeado pelo curso natural
dainfec¢do e pelo metabolismo do farmaco [41]. A ndo realizagdo da analises histoldgicas
e bioquimicas relacionadas a funcdo hepatica no presente estudo tornou-se um fator
limitante do mesmo, j& que néo foi possivel determinar até que ponto a infecgdo do 6rgdo
pelo parasita pode influenciar no metabolismo do BZ, assim como o possivel efeito
chicote da toxicidade do BZ no metabolismo do farmaco.

Um estudo da farmacocinética do BZ realizado por Perin (2017) [42], mostrou que o0 BZ
administrado por VO apresenta rapida absorcdo, porém em niveis baixos. Apresentou
ainda ampla distribuicdo plasmatica, no coracgdo, figado e célon, érgdos alvos de T. cruzi
e locais de acdo do BZ na fase crénica da DC. O BZ administrado por VO apresentou,
também, meia vida curta, indicando metabolismo elevado no figado, gerando metabdlitos
que séo eliminados rapidamente pelos rins. Com base nestas informagdes e nos resultados
obtidos no presente estudo, acredita-se que a baixa atividade do BZ sobre as formas AMA

do parasito deve-se, em parte, a baixa biodisponibilidade da droga, podendo ser
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influenciadas também pelas caracteristicas bioldgicas do parasito [43], forma infectante
presente no indculo [38] e as condigdes do hospedeiro mamifero [44].

Estudos apontam que o longo periodo de tratamento com o BZ promove a diminuicéo da
absorcdo, aumento da eliminacéo e biotransformacdo, além de agravar a lesdo hepética
[45]. Recentemente foi mostrado uma super-expressdao de genes relacionados ao
transporte de drogas, como o da glicoproteina-P (P-gp) e da Proteina 2 Associada a
Resisténcia a Madltiplos fatores (MRP2) e de enzimas de biotransformagdo como
glutationa S-transferase (GTSP), em macréfagos infectados com a forma AMA de T.
cruzi e tratados com BZ [46]. A P-gp e MRP2 podem ainda ter a sua expressao aumentada
na membrana de enterdcitos, de células musculares e macréfagos quando do
prolongamento do tempo de tratamento com o BZ por via oral, diminuindo sua absor¢ao
intestinal e aumentando o efluxo do BZ, o que leva a diminuicdo da biodisponibilidade
do farmaco principalmente contra a forma AMA, ja que as células do hospedeiro
mamiferos aumentam o efluxo da droga [47,48]. O insucesso do BZ pode estar
relacionado ainda ao estado de dorméncia que algumas AMA realizam, permitindo que
estas formas ndo sejam “atacadas” pelo farmaco [49].

E relatado também as diferentes respostas que os hospedeiros mamiferos possuem frente
ao BZ, que possui biotransformagéo mais lenta quanto menor for a idade, aumentando a
biodisponibilidade do farmaco e diminuindo os efeitos colaterais, devido a escassez da
nitroredutases Il e baixa atividade da P450 e P450-redutase em recém-nascidos [44].
Esses fatores em conjunto promovem a diminuicao da biodisponibilidade do BZ, afetando
a eficacia do farmaco, limitando principalmente a sua acdo sobre as formas AMA
tecidual, principalmente na infec¢do por VO, uma vez que ao contrério de outros autores
que observaram o aumento na eficacia do BZ na infec¢do experimental com o T. cruzi

com o aumento do tempo de tratamento, 0 que ndo ocorreu nNo presente estudo.
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CONCLUSAO

A alteragédo do regime de tratamento aumentando o seu tempo de 20 para 40 e 60
dias em camundongos infectados por via oral com formas tripomastigotas sanguineas das
cepas Colombiana (Tcl) e Y (Tcll) de T. cruzi ndo resultou em aumento da eficécia do
BZ. Podemos concluir que o aumento da eficacia do farmaco com o aumento do tempo
de tratamento, ird depender tanto da via de inoculagdo quanto da cepa de T. cruzi
envolvida.
Mesmo néo apresentando eficacia na infeccdo experimental murina por via oral com as
cepas Colombiana (Tcl) e Y (Tcll) de T. cruzi, a relacdo risco beneficio no uso
prolongado do BZ ainda se mostra favoravel, trazendo beneficios como a supressdo da

parasitemia e 0 aumento da sobrevida dos animais tratados.
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ANEXO |

Figura 01: Curvas de parasitemia média de camundongos inoculados por via oral com
Trypanosoma cruzi Tcl (a) e Tcll (b), tratados com benznidazol 100 mg/kg/dia por 20
(TBZ-20), 40 (TBZ-40) e 60 (TBZ-60) dias consecutivos, a partir do 10° dia apés a

inoculagdo e controles ndo tratados (CNT). Indculo: 1 x 10* tripomastigotas

sanguineos/animal.
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Tabela 1: Média e desvio padrao dos pardmetros parasitologicos derivados das curvas de parasitemia de camundongos inoculados por via oral com
1x10* tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi, cepas colombiana (Tcl) e Y (Tcll) tratados com benzonidazol (TBZ) 100 mg/kg/dia por

20, 40 e 60 dias consecutivos e controles ndo tratados (CNT). Inicio do tratamento: 10° dia ap6s a inoculag&o.

Tcl Tcll
Parametros CNT TBZ-20 TBZ-40 TBZ-60 CNT TBZ-20 TBZ-40  TBZ-60
PPP? (em dias)  17,7¢0,7 0,0 0,0 0,0 10,3#0,9  9,4%0,9  86+0,8*  9,2+1,2
PP (em dias) 0,5+4,8 0,0 0,0 0,0 8,9+1,9 1,9+¢1,1*  25+0,9*  1,9+1,1*
Pmax® (x10%) 0,98,5 0,0 0,0 0,0 16,4+4,2  1,6+0,3*  15+1,7*  1,3+1,0*
DPmax? (dia) ~ 22,0£0,0 0,0 0,0 0,0 12,3#0,9  10,2+1,1* 9,9+1,0* 10,30,8*
ASC (x10% 2,2+1,3 0,0 0,0 0,0 457+16,6  1,74#0,2*  45+0,4*  1,6x0,2*

* diferenca significativa entre tratados e ndo tratados (p<0.05); : Periodo pré-patente; °: periodo patente; ¢: pico maximo de parasitemia em

nimero de tripomastigotas / 0,1 mL de sangue; %: dia do pico maximo; ASC: area sob a curva.
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Figura 2: Porcentagem de Hemocultura positiva (%6HC+) em camundongos suicos
inoculados por via oral com 1x10* tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi Tcl
(@) e Tcll (b) cepas colombiana (Tcl) e Y (Tcll) tratados com benzonidazol (TBZ) 100
mg/kg/dia por 20, 40 e 60 dias consecutivos e controles ndo tratados (CNT). Inicio do

tratamento: 10° dia ap6s a inoculagédo
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Figura. 3. Curva de Kaplan-Meier com a taxa de sobrevivéncia de camundongos
inoculados com Trypanosoma cruzi Tcl (a) e Tcll (b), tratados com 100 mg / kg / dia com
benzonidazol (BZ), por 20 dias consecutivos (TBZ-20), 40 dias consecutivos (TBZ-40) e
60 dias consecutivos (TBZ-60) e em controles ndo tratados (CNT-20, CNT-40, CNT-60).

Indculo: 1x10* tripomastigotas sanguineas / animal. Inicio do tratamento: 10° dia ap6s a

inoculagéo.
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Figura 4: Carga parasitaria média detectada pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) em camundongos inoculados pela via oral
(VO) com 1x10* tripomastigotas sanguineos da cepas Y (Tcll) de Tryapanosoma cruzi, tratados com benzonidazol (BZ) (100 mg / kg / dia) por
20, 40 e 60 dias, e em controles ndo tratados (CNT). Em sangue coletado antes (a) e apds imunossupressao (b) com ciclofosfamida (50 mg / kg , 3

semanas) e em coragao (c).
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ANEXO Il

Normas da revista:

B OTy g

proE B, Revista da Sociedade Brasileira

Jaurnal af the Brazilion Society
af Tropical Medicine

Vg™

de Medicina Tropical

INSTRUCOES AOS AUTORES

Escopo e politica

Politica de avaliacdo

Tipos de manuscrito

Preparacdo do manuscrito

Formatacdo do manuscrito

Workflow

ESCOPO

multidisciplinar, com acesso aberto, que publica pesquisas originais e estudos clinicos
sobre Medicina Tropical (incluindo Epidemiologia, Patologia, Imunologia, etc.) e
doencas infecciosas. E um periédico oficial da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical. Os artigos de revisdo sdo a convite do Editor, mas também publica artigos
originais, comunicacgdes breves, relatos de caso, editoriais, cartas ao editor, imagens em
doencas infecciosas e parasitarias, relatorios técnicos e niUmeros especiais (suplementos).
A Revista possui um sistema de revisdo por pares, é publicada em inglés e sua

periodicidade é bimestral e o contetido € de acesso livre para os leitores e nenhuma taxa

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical é um periodico

¢ cobrada dos autores.


http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/pinstruc.htm#001
http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/pinstruc.htm#002
http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/pinstruc.htm#003
http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/pinstruc.htm#004
http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/pinstruc.htm#005
http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/pinstruc.htm#006
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Considerando que a partir de 2016, a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical apenas recebeu suporte financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), ndo tendo recebido fomento de nenhum outro 6rgéo. O
suporte financeiro foi essencial para garantir a qualidade, a melhoria do fator de impacto,
namero de citacOes, a geracdo do XML e revisdo/edicdo do inglés em todos os artigos

aceitos, que foram pagos pela propria revista.

A partir de 2017, a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
estabeleceu que, quando necessario, solicitara gentilmente aos autores que paguem pelo
servigo profissional de revisdo e edicdo do inglés realizado por uma empresa

especializada, na versdo final de seus manuscritos aceitos para publicagéo.

POLITICA DE AVALIACAO

Submissdes a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical indicam que
n&o foram publicadas anteriormente (exceto resumo) e que nao estdo sendo consideradas

para publicacdo em outro periddico.

Os manuscritos submetidos com vistas a publicacdo em nosso periddico, sdo
avaliados inicialmente pelos profissionais da secretaria, quanto a adequacao as normas.
Em seguida, se estiverem dentro das Normas para Publicacdo, serdo encaminhados, no
minimo, para dois revisores para avaliacdo e emissdo de parecer fundamentado através
do sistema de reviséo por pares. Os editores, com base no parecer dos revisores, irdo
decidir quanto a aceitagdo ou ndo do manuscrito. Se houver divergéncia de opinido entre
0S revisores, 0 manuscrito sera enviado a um terceiro revisor para validar a decisdo
editorial final de acordo com o fluxograma da Revista, disponivel no seguinte endereco

eletrdnico: http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/iinstruc.htm#005



http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/iinstruc.htm#005
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Os manuscritos devem ser escritos em Inglés e submetidos apenas eletronicamente

através do endereco: http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo

A baixa qualidade do inglés é a maior causa de atraso na publicacéo.
Recomendamos fortemente aos autores, com inglés como lingua estrangeira, que seus
manuscritos sejam preferencialmente traduzidos e editados por um servigo profissional
de inglés ou verificados por um cientista com inglés como primeira lingua, e uma cépia

do certificado deve ser enviada para a Revista.

O contato com a Secretaria da Revista pode ser estabelecido no endereco abaixo:

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical

Av. Getllio Gurarita s/n, Caixa Postal: 118, CEP: 38001-970 Uberaba, Minas Gerais,

Brasil

Tel: 55 34 3318-5287; Fax: 55 34 3318-5279

e-mail: rsbhmt@rsbmt.uftm.edu.br; http://www.scielo.br/rsbmt

TIPOS DE MANUSCRITO

A Revista convida a publicacdo Artigos Originais, Artigos de Revisdo e Minirrevisoes,
Editoriais, Comunicacfes Breves, Relatos de Casos, Relatorios Técnicos, Imagens em

Doencas Infecciosas, Cartas e NUmeros Especiais.

Artigos Originais: devem relatar pesquisas originais que ndo tenham sido publicadas ou
consideradas para publicagdo em outros periddicos. O limite de palavras é de 3.500
(excluindo resumo, titulo e referéncias). O manuscrito deve conter resumo estruturado

com até 250 palavras, com os tdpicos Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes. O


http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo
mailto:rsbmt@rsbmt.uftm.edu.br
http://www.scielo.br/rsbmt
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Manuscrito deve ser organizado incluindo os seguintes tépicos: Titulo, Titulo Corrente,
Resumo Estruturado, Palavras-Chaves (maximo de cinco), Texto do Manuscrito
(Introducdo, Métodos, Resultados, Discussao), Agradecimentos, Conflito de Interesses,
Suporte Financeiro, Lista de Referéncias e Titulo das Figuras/Legendas. Um total de

cinco ilustraces (tabelas e figuras) € permitido.

Artigos de Revisdo: devem ser uma anélise critica de avancos recentes e ndo apenas
reviséo da literatura, geralmente a convite do editor. Artigos de Reviséo tém o limite de
3.500 palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias). Devem ter resumo com até 250
palavras (ndo estruturado). Cinco ilustracdes sdo permitidas (tabelas e figuras). S&o
publicadas também minirrevisdes. Minirrevisdes tém no maximo 3.000 palavras
(excluindo resumo, titulo e referéncias). Devem ter resumo (ndo estruturado) com até 200
palavras, trés ilustracGes (tabelas e figuras) e maximo de 3.000 palavras. O Manuscrito
deve ser organizado incluindo os seguintes topicos: Titulo, Titulo Corrente, Resumo néao
estruturado, Palavras-Chaves (maximo de cinco), Texto do Manuscrito, Agradecimentos,
Conflito de Interesses, Suporte Financeiro, Lista de Referéncias e Titulo das

Figuras/Legendas

Editoriais: usualmente, escritos a convite, considerando os topicos da area de enfoque
da revista, ndo excedendo a 1.500 palavras, sem resumo e palavras-chaves e no maximo

uma figura ou tabela e dez referéncias.

Comunicac0es Breves: devem ser relatos sobre novos resultados interessantes dentro da
area de abrangéncia da revista. As comunicacfes breves devem ter no maximo 2.000
palavras (excluindo resumo, titulo e referéncias); Devem conter resumo estruturado com
no maximo 100 palavras (com os tépicos Introducdo, Métodos, Resultados e Concluses)

e com até 15 referéncias. Um maximo de trés ilustragbes (tabelas e figuras) é
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permitido. Até trés palavras-chaves devem ser fornecidos. O corpo do manuscrito ndo
devem conter subdivisdes ou subtopicos. Agradecimentos, Conflito de Interesses,

Suporte Financeiro devem ser incluidos.

Relatos de Casos: devem ser relatos breves com extensdo maxima de 1.500 palavras
(excluindo titulo, resumo e referéncias), com méaximo de trés ilustracbes (tabelas e
figuras), até 12 referéncias, resumo ndo estruturado com no maximo 100 palavras e trés
palavras-chaves. O Manuscrito deve ser organizado incluindo os seguintes topicos:
Titulo, Titulo Corrente, Resumo, Palavras-Chaves, Texto do Manuscrito (Introducéo,
Relato de Caso, Discussdo), Lista de Referéncias e Titulo das Figuras/Legendas.

Agradecimentos, Conflito de Interesses, Suporte Financeiro devem ser incluidos.

Relatorios Técnicos: devem ser precisos e relatar os resultados e recomendac6es de uma

reunido de experts. Sera considerado, se formatado como um editorial.

Imagens em Doencas Infecciosas: até trés figuras com a melhor qualidade possivel. Até
trés autores e até trés referéncias sdo permitidos. O tamanho méaximo é de 250 palavras
(excluindo titulo e referéncias) com énfase na descricdo da figura. Os temas devem

envolver alguma licdo clinica, contendo titulo e a descricéo das figuras.

Cartas: leitores sdo encorajados a escrever sobre qualquer tdpico relacionado a doengas
infecciosas e medicina tropical de acordo com o escopo da Revista. Ndo devem exceder
1.200 palavras, sem resumo e palavras-chaves, com apenas uma insercdo (figura ou
tabela) e pode tratar de material anteriormente publicado na revista, com até 12

referéncias.
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NuUmeros Especiais: Propostas de nimeros especiais devem ser feitas ao o Editor e/ou
Editor Convidado. A proposta serd analisada levando em consideracdo o tema,

organizagéao do programa ou produgdo de acordo com escopo da revista.

PREPARACAO DO MANUSCRITO

Autores sdo aconselhados a ler atentamente estas instrucbes e segui-las para
garantir que o processo de revisdo e publicacdo de seu manuscrito seja téo eficiente e
rpido quanto possivel. Os editores reservam-se o direito de devolver manuscritos que

ndo estejam em conformidade com estas instrucoes.

Sistema de Submissdo on-line: Todos 0s manuscritos a serem considerados para
publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical devem ser
submetidos por via eletrbnica através do sistema de submissdo on-line no

endereco: http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo. O autor deve escolher dentro

do item “Tipos de Manuscrito” uma categoria para o manuscrito: Artigos Originais,
Editoriais, Artigos de Revisdo, ComunicacBes Breves, Relatos de Casos, Relatorios
Técnicos, Imagens em Doencas Infecciosas, Cartas, Réplica a Carta ou Outros (quando
ndo se encaixar em nenhuma das categorias listadas). A responsabilidade pelo contetido

do manuscrito é inteiramente do autor e seus co-autores.

Carta de Apresentacado: a) deve conter uma declaracdo, assegurando de que se trata de
pesquisa original e gque, ainda, ndo foi publicada, nem esta sendo considerada por outro
periddico cientifico. Devem constar, também, que os dados/resultados do manuscrito ndo
sdo plagio. b) deve ser assinada por todos os autores e, na impossibilidade restrita, o autor

principal e o ultimo autor podem assinar pelos outros co-autores, mediante procuracéo.


http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo
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c) Os autores devem incluir na Cover Letter uma declaragédo de ciéncia de que o
manuscrito, apos submetido, ndo podera ter a ordem, nem o nimero de autores alterados,
sem justificativa e/ou informacdo & Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
d) Devem declarar que concordam, caso 0 manuscrito seja aceito para publicacéo,
transferir todos os direitos autorais para a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical.

Contribuicdo dos autores: Os autores devem incluir, em documento separado, uma

declaracédo de responsabilidade especificando a contribuicdo, de cada um, no estudo.

Edicdo da Pré-Submissao: todos os manuscritos submetidos a Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical devem ser em inglés. E altamente recomendavel que os
autores utilizem os servicos de uma empresa profissional de edicdo e/ou traducdo. A

revisao/edicdo da lingua inglesa ndo garante que 0 manuscrito sera aceito para publicacao.

FORMATACAO DO MANUSCRITO

O manuscrito deve ser preparado usando software padrdo de processamento de textos e
deve ser impresso (fonte Times New Roman tamanho 12) com espago duplo em todo o
texto, titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O
manuscrito deve ser dividido nas seguintes secdes: Cartdo de Apresentacdo (enderecada
ao Editor-Chefe), Pagina de Titulo, Titulo, Resumo, palavras-chaves, Texto do
Manuscrito, Agradecimentos, Declaracdo de Conflito de Interesses, Suporte Financeiro,
Lista de Referéncias, Titulo das Figuras/Legendas. A Carta de Apresentacéo, Pagina de
Titulo, Agradecimentos e Suporte Financeiro devem ser incluidos em documentos
separados (estes dois ultimos podem ser incluidos junto com a Pagina de Titulo).

Abreviagdes devem ser usadas com moderagéo.
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Pagina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem abreviagdes,
afiliacGes institucionais (Departamento, Institui¢do, Cidade, Estado e Pais de cada autor).
O endereco completo do autor para correspondéncia deve ser especificado, incluindo
telefone, fax e e-mail. Na pégina de titulo também podem ser incluidos agradecimentos e
suporte financeiro. A quantidade de autores por manuscrito deve ser limitada ao nimero
real de autores que realmente contribuiram com o manuscrito, exceto para estudos
multicéntricos nacionais e internacionais, que devem limitar-se a vinte autores. Quando

exceder a vinte autores, o restante serd publicado em notas de rodapé.

Indicagdo de potenciais revisores: Os autores sdo convidados a fornecer os nomes e
informacdes de contato (e-mail e telefone) por trés potenciais revisores imparciais. Favor

informar revisores de instituicGes diferentes dos autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter abreviacdes

e ndo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espacos.

Titulo Corrente: com no maximo 40 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais conclusfes
de tal forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga
entender as implicacGes do artigo. O resumo néo deve exceder 250 palavras (100 palavras
no caso de comunicacOes breves) e abreviagdes devem ser evitadas. Deve ser subdivido

em: Introducgdo, Métodos, Resultados e Conclusdes.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente abaixo do

resumo estruturado.
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Introducdo: deve ser curta e destacar os propositos para o qual o estudo foi realizado.

Apenas quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Métodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros.

Técnicas-padrBes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos
realizados estdo em acordo com os padrdes eticos do comité de experimentacdo humana
responsavel (institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de 1964,
revisada em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos, em
animais, indicar se seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer lei
sobre o cuidado e uso de animais em laboratorio foram seguidas e 0 nimero de aprovacéo
deve ser enviado a Revista. No caso de pesquisa em seres humanos, 0s autores devem
incluir na secdo métodos no subtitulo Consideracdes Eticas uma declaracio de que o

estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, 0 manuscrito deve ser acompanhado pelo
namero e 6rgdo de registro do ensaio clinico (Plataforma REBEC). Estes requisitos estdo
de acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de Revistas

Meédicas (http://www.icmje.org) e do Workshop ICTPR.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informagao. Evitar repetir

no texto os dados apresentados em tabelas e ilustragdes.

Discussao: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. Néao

incluir uma revisao geral sobre o0 assunto, evitando que se torne excessivamente longa.
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Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessérios,

e, no caso de 6rgdos de fomento n&o usar siglas.

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de

interesse existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de

fomento ou demais 6rgdos ou institui¢6es financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no
texto. Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar os seis
primeiros, seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com espagamento duplo em
folha separada e no final do manuscrito. Referéncias de comunicagdes pessoais, dados
nao publicados ou manuscritos “em preparacdo” ou “submetidos para publica¢do” nao
devem constar da lista de referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local
apropriado no texto, entre parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicagéo
Pessoal, 1980); (CD Dias, EF Oliveira: dados ndo publicados). Citacdes no texto devem
ser feitas pelo respectivo nimero das referéncias, acima da palavra correspondente, em
ordem numérica crescente, separados por virgula ou por hifen quando houver uma
sequéncia sem intervalo. Ex.: Mundol?; Vida®424%0 As referéncias no fim do
manuscrito devem estar de acordo com o sistema de requisitos uniformes utilizado para
manuscritos enviados para periddicos biomédicos

(Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos periddicos devem ser

abreviados de acordo com 0 estilo usado no Index

Medicus (Consulte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals).



http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
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A responsabilidade pelas citacdes bibliogréficas contidas no texto e na lista de referéncias

recai exclusivamente sobre os autores.

Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacdo de Artigos em Geral: Sobrenome seguido das iniciais dos seis primeiros
autores. Para sete ou mais autores, liste 0s seis primeiros, seguidos de "et al."),
titulo completo do artigo (no idioma original), titulo abreviado do periddico (pode

ser encontrado Em: https://www.nchi.nlm.nih.gov/nImcatalog/journals), ano de

publicacdo, volume (nimero), paginas inicial e final abreviada.

Exemplo 1: Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, Chiu V. Blood pressure levels before

dementia. Arch Neurol. 2005;62(1):112-6.

Exemplo 2: Freitas EC, Oliveira MF, Vasconcelos ASOB, Filho JDS, Viana CEM,
Gomes KCMS, et al. Analysis of the seroprevalence of and factors associated with Chagas
disease in an endemic area in northeastern Brazil. Rev Soc Bras Med Trop.

2016;50(1):115-21.

2. Capitulo de livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do capitulo, titulo
completo do capitulo, editores, titulo do livro, Edicdo, local de publicacéo: editor,

ano de publicacdo, paginas inicial e final do capitulo abreviada.

Exemplo: Blaxter PS, Farnsworth TP. Social health and class inequalities. In: Carter C,
Peel JR, editors. Equalities and inequalities in health. 2nd ed. London: Academic Press;

1976. p. 165-78.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
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1. Livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do livro, titulo do livro,
edicdo, local de publicacdo: editor, ano de publicagdo e nimero de péginas do

livro.

Exemplo: Carlson BM. Human embryology and developmental biology. 4th ed. St. Louis:

Mosby; 2009. 541 p.

4. Sites: Nome do autor/organizacdo. Titulo da péagina [Internet]. Local de
publicacdo: Nome do editor; Data ou ano de publicacédo [atualizado ano més dia;

Citado ano més dia]. Disponivel em: endereco.

Exemplo: Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT: Diabetes
Australia; 2012 [updated 2012 June 15; cited 2012 Nov 5]. Available from:

http://www.diabetesaustralia.com.au/en/ Understanding-Diabetes/DiabetesGlobally/

5. 5. Dissertacdo/Tese: A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo

aceitara a citacdo de dissertacdo/mestrado, teses de doutorado ou similar.

llustracdes: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com 0
namero das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter numeracao

arabica, citadas no texto, pela primeira vez, em ordem numérica crescente.

Titulo e Legendas: devem ser digitados com espacamento duplo no final do manuscrito.

Dimensoes: As dimensdes das figuras ndo devem ultrapassar o limite de 18cm de largura

por 23cm de altura. Veja abaixo a correta configuracao para cada formato de figura:

« Imagens/Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta resolucéo

no formato TIFF. Certifique-se que a mesma foi capturada na resolugdo minima
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de 600 DPI, preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando
programa de Editoragdo de Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo Paint, etc).
o Gréficos: Devem ser criados usando software estatistico e devem ser
salvos/exportados com a extensdo original (.xls, .xIsx, .wmf, .eps ou .pdf).
e Mapas: devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando

os softwares Corel Draw ou Illustrator em alta resolugéo.

Tabelas: devem ser digitadas com espagamento simples, com titulo curto e descritivo
(acima da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para cada tabela devem
aparecer abaixo da mesma. O significado de todas as siglas e simbolos utilizados na tabela
devem constar no rodapé da tabela. Todas as tabelas devem ter numeragéo arabica, citadas
no texto, em ordem numeérica crescente. Tabelas ndo devem ter linhas verticais, e linhas
horizontais devem ser limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no méaximo 18cm de

largura por 23cm de altura, fonte Times New Roman, tamanho 9.

Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical deverdo utilizar apenas a via eletrdnica. Todos os manuscritos deverdo ser

enviados via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo, seguindo as

instrucdes no topo de cada tela. O processo de revisdo pelos pares também sera totalmente

pela via eletronica.

Sobre Reenvio e Revisdes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram rejeitados
e b) manuscritos que serdo re-avaliados apos a realizacdo das correcdes que foram

solicitadas aos autores.


http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo
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Reenvio: caso o autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e queira
que os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera re-envid-lo. Neste caso sera

gerado um novo ndmero para 0 manuscrito.

Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas recomendagdes e
sugestdes dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda anélise, por favor, encaminhe

0 manuscrito revisado e informe 0 mesmo nimero do manuscrito.

Apos a Aceitacdo: Uma vez aceito para publicacdo, o processo de publicacéo inclui os

passos abaixo:

1. Formulério de concesséo de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista,
deve retornar para a revista assinado pelos autores.

2. Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no endereco para
correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente
conferido. Nesta etapa do processo de edicdo, ndo serdo permitidas mudancas na
estrutura do manuscrito. Apds os autores receberem as provas, deverdo devolvé-
las assim que possivel.

3. Os artigos aceitos compordo os nimeros impressos obedecendo ao cronograma
em que foram submetidos, revisados e aceitos.

4. Todos os artigos aceitos que ainda ndo tenham sido impressos estardo disponiveis

on-line enquanto aguardam publicacdo na versdo impressa (ahead of print).

Custos de Publicagdo: Nao havera custos de publicacéo.

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo indica qualquer tipo de

servigos de traducéo.
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A tradugdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdo do mesmo. A
contratacdo e o pagamento dos servicos de traducdo sao de responsabilidade dos autores.

Custos de publicacdo de imagens coloridas séo de responsabilidade dos autores.

WorkFlow

Workflow do processo de submissdo da Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical

Todos os manuscritos a serem considerados para publicacdo na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical devem ser submetidos por via eletrdnica através do
sistema de submissdo online no enderegco http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-

scielo.

Politica de Revisdo do Periodico (workflow):

1. Todos os manuscritos submetidos para publicacdo na Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical sdo inicialmente avaliados pela Secretaria quanto
a adequacdo do texto as normas do periddico.

2. Ap0s esta etapa, 0s manuscritos adequados as Normas Para Publicacdo da Revista
serdo avaliados pelo Editor ou Editores Associados quanto ao escopo e a politica
editorial do periddico. A Secretaria envia 0 manuscrito para o Editor-Chefe.

3. O Editor-Chefe designa um Editor Associado ou designa revisores.

4. O manuscrito sera enviado a pelo menos dois revisores num sistema duplo-cego
para avaliacdo e emissdo de um relatorio fundamentado (peer review), que serd
usado pelos Editores para decidir se 0 manuscrito seré aceito ou ndo. O manuscrito

também é enviado para Revisores de Métodos Quantitativos para analise. No caso
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de conflito de pareceres dos revisores, 0 manuscrito sera enviado a um terceiro
parecerista para validar uma deciséo final.

Comentarios dos Revisores (Free Form Review) serdo encaminhados ao autor
correspondente (autor principal para correspondéncia editorial) para responder
aos questionamentos feitos.

Os autores enviam suas respostas aos questionamentos e reenviam a versdo
revisada do manuscrito. A versdo revisada seré enviada aos revisores que emitirdo
um relatorio final fundamentado.

Os apontamentos dos Revisores e as respostas dos autores serdo analisados pelo

Editor-Chefe, Editores Associados ou Editores de Secéo.

O Editor-Chefe emite uma deciséo final.

A decisdo editorial final (aceitacdo ou rejeicao) é enviada aos autores.

Apds esta etapa, inicia-se o processo de edicdo. O manuscrito aceito € enviado a
edicdo quanto a qualidade linguistica do inglés.

A revisdo de inglés é enviada aos autores para analise e declaracdo de aceitacao
da revisao.

Apds esta etapa, inicia-se 0 processo de diagramacdo, com contato com o autor
correspondente no que diz respeito as figuras, tabelas, fotografias, mapas,
ilustracGes e formatacdo em geral.

Apds esta etapa, € requerido aos autores declarar formalmente qualquer conflito
de interesse, suporte financeiro e cessdo de direitos autorais.

Provas séo enviadas ao autor correspondente para cuidadosa correc¢do e acuidade

tipogréfica.
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15. A versdo final de cada manuscrito é selecionada para compor o0 proximo nimero
e sera enviada ao Ahead of Print na plataforma SciELO.
16. A versdo impressa € publicada a cada dois meses e sera disponibilizada em acesso

aberto em http://www.scielo.br/rsbmt.



http://www.scielo.br/rsbmt

