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Referencial Teorico

Os retrovirus foram descoberto nos anos 80, sendo considerados como 0s
responsaveis por provocar o aparecimento de sarcoma em galinhas. Algum tempo depois foi
atribuido aos retrovirus, o aparecimento de adenocarcinoma mamario e de leucemias em
camundongos, dessa forma, aumentando o interesse da comunidade cientifica em relagédo a
esse virus.?

Em 1970, foi descrita atividade de uma enzima que apresentava a capacidade de
fazer a transcricdo de uma fita de DNA a partir de um molde de RNA. Em decorréncia dessa
funcdo, essa enzima recebeu a denominacdo de transcriptase reversa e a presenca dessa
enzima em todos os seres desse grupo de agentes virais, originou 0 nome da familia viral que
hoje é comunmente conhecida como Retroviridae.?

Em 1980, nos Estados Unidos, foi feita a primeira associacdo entre os retrovirus e
neoplasias em seres humanos. Conseguiu-se isolar o primeiro retrovirus humano, o Virus
linfotropico de células T humana (HTLV), a partir de uma linhagem de células linfoblastoides
que foi obtida de um paciente com linfoma cuténeo de células nos Estados Unidos, e em
seguida, detectar em soro de pacientes japoneses com quadros de Leucemia/Linfoma de
céluas T de adultos.?

A familia Retroviridae é dividida em duas subfamilias e sete géneros, sendo essa
divisdo baseada nas propriedades morfoldgicas, biolégicas e patogénicas dos virus dessa
familia. Na subfammilia Orthoretrovirinae sdo encontrados os géneros Alpharetrovirus,
Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus e Lentivirus e na
subfamilia Spumaretrovirinae é encontrado apenas um género chamado de Spumavirus.

O Virus linfotrépico de células T humanas 1 (HTLV-1) é um virus da familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae e do género Deltaretrovirus.®> O virus possui
tropismo por células T humanas; sdo morfologicamente esféricos, medindo entre 100 120 nm
de diametro e contém duas moléculas de RNA de cadeia simples com polaridade positiva, 0
qual é circundado por um capsidio que & composto por proteinas estruturais pl19, p24 e p15,
onde se encontram enzimas importantes no processo de replicacdo viral, como a protease, a
transcriptase reversa e a integrase.*®

Externamente ao capsidio encontra-se a o envelope viral, o qual foi adquirido da

célula hospedeira, possuindo as glicoproteinas virais gp21 e gp46.°
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Por muito tempo, 0 HTLV era comumente dividido em apenas duas espécies, 0
HTLV-1 e o HTLV-2 sendo que ambos possuem aproximadamente 70% de homologia nas
sequencias nucleotidicas. Hoje, sabe-se que existem mais duas espécies do virus, que foram
nomeados de HTLV-3 e HTLV-4, ambos encontrados pela primeira vez na Africa Central,
porém, pouco sabe-se a respeito deles, a quantidade de estudos cientificos ainda é reduzida.”®.

A estratégia de replicacdo inicia com a interacdo da glicoproteina gp46 com o
receptor GLUT-1 da superficie da célula alvo e a gp21 que tem como funcdo a fusdo do
envelope viral com a membrana celular, logo ocorrendo a penetracdo do virus na célula
hospedeira.® Em seguida ocorre a liberagdo do RNA viral que é transcrito em DNA pela agio
da enzima transcriptase reversa, esse DNA, penetra o nicleo e através da enzima integrase,
ocorre a integracdo desse DNA com o genoma celular, formando o DNA proviral .1

Integrado no genoma celular, o provirus torna-se estavel e em seguida comeca o
processo de transcricdo em RNA utilizando o sistema celular, onde a RNA polimerase 1l
inicia a transcricdo e desse processo ha duas classes de produtos transcritos, um RNA
genémico, sem evento de processamento do tipo splicing para incorporagédo do virus maduro e
dois RNAs subgendmicos, com um evento de processamento do tipo splicing, usados para
gerar poliproteinas virais.1:!2

Em seguida, ocorre a ultima fase do ciclo replicativo, onde ocorre a montagem e o
brotamento das novas particulas virais, sendo que o brotamento é resultante da interacdo da
matriz a membrana celular, que é o processo pelo qual o virus adquire o envelope.*2*

Dos individuos infectados, apenas uma porcentagem de 3 a 4% desenvolvem
doencas, sendo que o restante permanece assintomatico por toda a vida.r® Individuos que
venham apresentar sintomas ou algum sinal da infec¢do, geralmente, possuem um historico de
um longo periodo exposto ao virus antes de apresentar manifestacdes clinicas. Quanto ao
HTLV-2, ainda ndo foi esclarecido uma ligacdo com uma patologia neurolégica ou
sistémica.t®’

O HTLV-1 pode ser relacionado com varias doengas que apresentam diferencas
quanto a forma clinica, evolucdo e terapéutica. Através de inimeros estudos, hoje sabe-se que
0 virus altera a resposta imune do organismo o qual infectou, a outras infecgdes de diversas
naturezas, seja ela alterando a suscetibilidade a outras infeccdes ou alterando a evolugdo, ja
que o principal alvo do agente sdo os linfocitos TCD4", que possui papel fundamental na

resposta imune adaptativa.'8 19 20, 212223, 24
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Atualmente, vérias doencas sdo associadas ao HTLV-1, como a uveite, a
ceratoconjuntivite seca, dermatite infecciosa, alteracfes psiquiatricas e psicolégicas, doencas
reumatologicas, porém, as que mais destacam-se sao a Leucemia/Linfoma de células T do
adulto e a Paraparesia espatica tropical/Mielopatia associada ao HTLV-1 (PET/MAH).?52

A Leucemia/Linfoma de células T do adulto é uma neoplasia de linfocitos maduros
relacionada com a infecgdo pelo HTLV-1.2" A forma clinica pode ser classificada em quatro
subgrupos: aguda, cronica, linfomatosa e smoldering sendo que as formas mais agressivas sdo
a aguda e a linfomatosa na qual o paciente apresenta sinais de sindrome tumoral que é
caracterizada por linfoadenomegalias, hipercalcemia, lesdes de pele, lesdes 6sseas, lesbes
vicerais multiplas ou infiltragdo pulmonar, hepatoesplenomegalia entre outros.28:29:30

Dos individuos infectados pelo HTLV-1, apenas 2 a 3% dos desenvolvem a
PET/MAH, dentre os fatores de risco que influenciam a passagem de portador assintomatico
para sintomatico pode-se destacar uma carga proviral elevada como o fator mais evidente,
além de certos alelos de antigeno leucocitario humano (HLA) do hospedeiro que exercem
funcdo na modulacdo da resposta imunolégica, funcionando como fator de protecdo ou de
suscetibilidade 33233

Pacientes com PET/MAH apresentam perda progressiva de capacidades motoras,
como fraqueza dos membros inferiores, causando dificuldade na deambulagéo, incontinéncia
dos esfincteres, disturbios sensoriais, hiperreflexia, impoténcia sexual, lombalgia, entre outros
sintomas e sinais que ocasionam o declinio da qualidade de vida do paciente.®*

Existem trés hipoteses para explicar a neuropatogenia da PET/MAH. Na primeira
hipotese, a teoria da toxicidade direta, as células gliais infectadas pelo HTLV- 1 expressariam
antigenos virais na sua superficie. Desta forma, linfocitos TCD8" especificos contra 0 HTLV-
1 cruzariam a barreira hematoencefalica e destruiriam as células gliais infectadas. >

Na segunda hipotese, um antigeno préprio da célula glial seria confundido com
algum antigeno viral. Os linfocitos TCD4" presentes no sistema nervoso central confundiriam
tal célula glial com um elemento estranho, por meio de uma rea¢ao autoimune que resultaria
na morte celular, a chamada teoria da autoimunidade. Recentemente, foi identificada uma
proteina neuronal (hnRNP-A1) que apresenta reacdo cruzada com a proteina viral Tax. Dessa
forma, esse modelo de mimetismo molecular pode ter algum papel na patogénese da
PET/MAH 373839
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A (ltima teoria, a do dano circunstante, diz que o linfécito TCD4" infectado e o
linfécito TCD8" especifico anti-Tax migrariam para o sistema nervoso central e interagiriam.
Essa interacéo resultaria na liberagdo de citocinas, com consequente lesdo glial.? 40 4!

Pacientes com PET/MAH normalmente apresentam progressiva perda das
capacidades motoras, incluindo fraqueza dos membros inferiores, podendo causar dificuldade
na locomogdo, alguns disturbios sensoriais, impoténcia sexual, lombalgia, entre outros
sintomas e sinais.*? 1°

Descrita inicialmente por Smith em 1985, o termo Phage Display se refere a
exposicdo de moléculas na superficie de bacteriofagos e a selecdo destas com base na sua
afinidade por uma molécula-alvo.*®

Foi estabelecido por Smith e colaboradores em 1985, um método de apresentacao de
polipeptideos na superficie do bacteriéfago filamentoso M13%*, o qual pertence a familia
Inoviridae e possui como material genético DNA fita simples (ssDNA). Os bacteriéfagos sdo
virus que infectam bactérias Gram-negativas, sendo que a infecgio ocorre via pilus sexual.*®

A metodologia de Phage Display consiste no principio de que polipeptideos podem
ser expressos na superficie de bacteridfagos filamentosos pela insercdo de um segmento de
DNA codificante no genoma dos mesmos, de modo que a proteina ou o peptideo expresso
fique exposto na superficie da particula viral fusionado a uma proteina endogena.*®.

Essa tecnologia é capaz de selecionar peptideos ou proteinas que podem ser
utilizadas para diversas finalidades. A técnica consiste em varios ciclos de selecdo, lavagem,
eluicdo e amplificacdo de fagos filamentosos que expressam sequencias randdémicas de
peptideos que ligam-se por afinidade a diversas moléculas. Bibliotecas comerciais de
bacteriéfagos randomizados podem ser utilizadas para a selecdo de peptideos recombinantes
gue mimetizam epitopos naturais. Estes clones, sdo submetidos a testes imunoldgicos para
demonstrar sua reatividade contra o alvo de interesse.*

A perfeita exposicdo de um peptideo na superficie do bacteriéfago possibilita a sua
atuacdo como um ligante, uma enzima, um imunogeno ou desempenhando qualquer outra
atividade em processos bioldgicos. A insercdo de oligonucleotideos degenerados e
subsequente construcdo de bibliotecas de peptideos tornam possivel a selecdo de proteinas

com atividades ou afinidades especificas.*"*8
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Sele¢do de peptideos miméticos ao Virus linfotrépico de células T humanas 1
(HTLV-1) por Phage Display

Identification of mimetic peptides to the human T-cell lymphotropic virus 1 (HTLV-1)
by Phage Display
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Resumo

Segundo o algoritmo do Ministério da Saude, o diagndstico soroldgico da infecgdo pelo
HTLV baseia-se na detec¢do de anticorpos especificos contra o virus, sendo que para a
confirmagéo e a discriminagéo entre HTLV-1 e HTLV-2 sdo utilizados testes moleculares,
tornando o diagnostico de custo elevado. O presente estudo teve como objetivo utilizar a
técnica de Phage Display para identificar novos peptideos miméticos ao HTLV que
possam ser usados em futuras plataformas de diagnostico. Foram utilizadas 7 amostras de
plasma de individuos portadores da infecgdo pelo HTLV-1 e 10 amostras de individuos da
populacdo geral de Belém, Para, Brasil, com sorologia negativa para HTVL-1. Foi feito o
acoplamento aos anticorpos nas microesferas magnéticas proteina G, sele¢do de peptideos
recombinantes através de biopanning e uma andlise de reatividade dos fagos selecionados
através de Phage-ELISA. Foram identificados 46 clones de fagos, contendo peptideos de
12 aminoacidos, que mostraram razdo de densidade Otica, nos testes de ELISA, entre os
soros positivos e negativos, maior que 2, o que demonstra potencial de ser peptideos
miméticos ao virus estudado.

Palavra-chave: Virus linfotrépico de células T humanas 1; Phage Display, Diagnéstico

1. Introducéo

O Virus linfotropico de células T humanas 1 (HTLV-1) foi descrito pela primeira
vez em 1980, encontrado em células T de pacientes com linfoma cutineo.! A transmissdo
do virus ocorre pela via sexual, parenteral e vertical, sendo que esta ultima forma,
representa uma grande preocupacao para o Ministério da Satde, uma vez que o aleitamento
materno € uma das principais formas de transmissdo do virus.? Desta forma, a deteccio da
infeccdo pelo HTLV de forma répida e eficaz é de grande importancia em exames pré-natal.

Na maioria dos casos, a infeccdo assintomatica pelo HTLV é descoberta quando o
individuo é um candidato a ser doador de sangue, mas apesar dos hemocentros realizarem
a sorologia para a deteccdo de anticorpos anti-HTLV, a confirmacéo atraves de um teste
com especificidade para a infeccdo ndo é levada a diante, a qual sera necessario ser
realizada em outro laboratdrio.®

Segundo o algoritmo do Ministério da Saude, o diagndstico soroldgico da
infeccdo pelo HTLV baseia-se na deteccdo de anticorpos especificos contra o virus, sendo
realizado em duas etapas, a triagem e a confirmacdo. Em certos casos, a confirmacédo e a



discriminagdo entre HTLV-1 e HTLV-2 néo sdo possiveis atraves do teste confirmatorio,
logo se utiliza testes moleculares.*

As amostras de soro sdo triadas para anticorpos anti-HTLV-1 usando testes
imunoenzimaticos autorizados, de fabricantes diferentes, preparados com antigenos do
HTLV-1 a partir do lisado total do virus e algumas proteinas recombinantes. Estes ensaios
variam na sensibilidade para detectar anticorpos anti-HTLV-1 e anti-HTLV-2.°

Testes adicionais, como o Western blot (Wb) e a andlise por
radioimunoprecipitacdo, sd0 necessarios para interpretar, com correcdo, 0S especimes
repetidamente reagentes, o que torna o diagndstico oneroso, lento, além de necessitar de
infraestrutura e pessoas especializadas para realiza-lo.

Os testes adicionais devem ser capazes de identificar anticorpos para proteinas do
core (gag) e do envelope (env) do HTLV-1/2. Portanto, além de os testes soroldgicos
serem importados, eles ainda ndo possuem a devida sensibilidade requeridas para a
deteccdo, principalmente, do HTLV-2c que é disseminado entre populagdes indigenas da
regido amazonica, com a ocorréncia de resultados falso-negativos, como foi demonstrado
por Ishak et al. (2007)%. Desta forma, faz-se necessaria a producdo de novos alvos para o
aprimoramento dos testes sorologicos.

A reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) estd sendo utilizada para o
diagnostico de doencas infecciosas, porem ndo é uma técnica disseminada entre 0s
laboratdrios de rotina clinica. Estratégias direcionadas para a investigacdo de novos
epitopos do HTLV1/2 sdo de grande importancia para o aperfeicoamento das plataformas
de diagnostico soroldgico da infeccdo por esses agentes, uma vez que indmeros Kits
comerciais ndo sdo preparados com agentes circulantes em nosso pais € menos ainda na
regido Amazonica, tal como foi demonstrado por Ishak et al. (2007)°.

A técnica de Phage Display foi utilizada com o objetivo de expor biomoléculas
em fagos. Com essa técnica é possivel isolar e selecionar vetores que sdo gerados a partir
de bibliotecas genémicas por meio de fagos infecciosos, dessa forma é possivel o
rastreamento dos clones devido a ligacdo com o peptideo de interesse com o vetor de
clonagem que o expressou.”®

Novos peptideos, miméticos, naturais ou quiméricos, também poderdo ser
utilizados para o desenvolvimento de vacinas contendo mdltiplos epitopos que induzem
anticorpos neutralizantes, que poderdo ser eficazes ndo somente na prevencdo destas
infeccbes virais, mas também poderdo ser utilizados no desenvolvimento de plataformas
nanobiotecnoldgicas para o diagnostico mais rapido, preciso e de baixo custo.®*°

O método de Phage Display utiliza bibliotecas aleatdrias de peptideos expressos
em fagos filamentosos, 0s quais sdo capazes de mimetizar epitopos lineares e
conformacionais de dominios protéicos e mesmo estruturas de carboidrato.!* Com o uso
desta técnica, epitopos lineares e conformacionais previamente desconhecidos que
apresentam alta afinidade com anticorpos mono e policlonais tem sido identificados com
sucesso.213,

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo geral a selecdo de peptideos
mimeticos a proteinas do HTLV-1 imunorreativos contra IgG de pacientes infectados, por
meio da metodologia de Phage Display, os quais poderéo ser potencialmente utilizados no
desenvolvimento de novas plataformas diagnosticas da infecgdo por este virus.



2. Material e métodos

No presente estudo, foram utilizadas amostras de plasma, previamente colhidas e
armazenadas no Laboratorio de Virologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal do Para, sendo que o nimero de individuos de cada segmento
populacional foi assim distribuido:

i) 7 Individuos portadores da infec¢cdo pelo HTLV-1;

ii) 10 individuos da populacdo geral de Belém, Para, Brasil com sorologia negativa para
HTVL-1.

As amostras de sangue (10 mL) foram colhidas em um sistema de colheita a
vacuo, em dois tubos de 5 mL, contendo EDTA como anticoagulante. As amostras foram
transportadas ao Laboratorio de Virologia do ICB da UFPA, onde o plasma foi separado
por centrifugacdo a 8.000 rotacBes por minuto(rpm), durante 15 minutos e, juntamente com
a fracdo celular, congelado a -80°C até o momento de uso.

CARACTERIZACAO DOS GRUPOS

i) Individuos portadores do HTLV. Os individuos portadores do HTLV sdo provenientes
do Ambulatério de Infectologia do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da Universidade
Federal do Para, que apresentaram sorologia positiva para a presenca de anticorpos anti-
HTLV-1, apds analise clinica para avaliar sinais e sintomas neuroldgicos para presenca da
Mielopatia Associada ao HTLV e doengas associadas. Em todos os individuos também foi
realizada sorologia para a deteccdo de anticorpos anti-HIV (HIV-1/2 Ab-Capture ELISA
Test System, Ortho Diagnostic Systems Inc., USA), anti-HBV, anti-HCV, anti-T. pallidum
e anti-T. cruzi. A confirmagdo da infeccdo pelo HTLV-1/2 foi realizada por meio da
técnica de Nested-PCR e/ou PCR em tempo real.

ii) Individuos controles com sorologia negativa para HTLV que eram candidatos a ser
doadores de sangue na Fundacdo HEMOPA

METODOLOGIA DE PHAGE DISPLAY
Acoplamento das 1gG nas microesferas magnéticas proteina G

A purificacdo de IgG a partir do soro de pacientes portadores do HTLV-1, assim
como do controle negativo, foi feita por meio de microesferas magnéticas (beads
magnéticos) conjugadas a proteina G (Dynabeads- Invitrogen) como plataforma. Cada
2x109 particulas de beads (100 uL do estoque), foram lavadas trés vezes com tampao MES
(0,1 M pH=5.0) para ativacdo das microesferas, foram adicionados 300uL de pool de
plasma de pacientes portadores do HTLV-1, assim como do controle negativo, seguida da
incubacéo por 30 minutos sob agitacdo a 37°C.

As microesferas adsorvidas com anticorpos foram, entdo, lavadas novamente trés
vezes com 1ml de tampdo PBS-T(0,05%) com a finalidade de retirar os anticorpos nédo
ligantes. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e as beads foram eluidas com 200uL
de PBS-T(0,05%)



Sele¢do dos Peptideos Recombinantes
Biopanning (Selecédo de bacteridagos) — Em solucgéo:

Foram utilizados 10pL (1x1011 particulas virais) de cada biblioteca randémica de
peptideos fusionados em fagos (Ph.D.12 da NEW ENGLAND BioLabs®Inc.), diluida em
190uL de PBS(0,1%) para a selecdo de ligantes de 1gG de pacientes portadores do HTLV.

As bibliotecas sdo compostas por 7 e 12 aminoacidos randémicos expresso na
regido da plll do bacteri6fagos, sendo na biblioteca de 7 aminoacidos flanqueados por um
par de residuos de cisteina, que quando oxidados durante a montagem do fago formam
uma ligacéo dissulfeto.

A selecéo foi realizada com 20uL das microesferas de proteina G acopladas com
IgGs. Para a selegéo negativa, a biblioteca de Phage Display foi incubada, por 30 minutos
sobre agitacdo a 37°C, com as microesferas acopladas com IgG de controles negativos para
0 HTLV, e em seguida, as microesferas foram precipitadas com a utilizacdo de um aparato
magnético e o sobrenadante foi transferido a outro tubo contendo microsferas acopladas
com IgG do grupo de controle negativo para HTLV. Este procedimento foi realizado por 3
vezes com grupo controle negativo e 3 vezes com grupo de controle positivos.

Para a selecdo positiva, o sobrenadante de fagos, previamente incubado com IgGs
do pool de controle negativo para HTLV, foi transferido para um tubo contendo
microsferas acopladas com IgG de pacientes portadores do HTLV, esse processo foi
repetido trés vezes.

Ao final do processo, as microesferas contendo o sistema beads-anticorpo anti-
HTLV-1, mais os fagos foram lavadas 10 vezes com PBS-T 0,05%, e os fagos
selecionados foram eluidos com 500uL de glicina pH 2.0 e foram deixado em agitac&o por
15 minutos por inversdo. Em seguida, foi feita a neutralizacdo com 75uL de Tris pH 9.0,
em seguida, o tubo foi colocado em uma hack magnética e reservado o sobrenadante sendo
que 15uL foram reservados para realizar a titulacdo . Apds a selecdo, a amplificacdo dos
fagos foi feita pela inoculagdo de um meio Luria Bertani (LB- Triptona 10g/L, extrato de
levedura 5g¢g/L, NaCl 10g/L), contendo tetraciclina, com uma col6nia isolada de
Escherichia coli da linhagem ER2738. O meio sera incubado sob agitacdo a 37°C até a
fase early-log (OD 600 ~ 0,3).

Ao atingir esta fase, a cultura bacteriana foi inoculada com 500uL dos eluatos dos
fagos e incubados a 37°C por 4 a 5 horas sob forte agitacdo. Em seguida, a cultura foi
centrifugada a 4°C a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um
tubo esterilizado contendo uma solugdo de PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5
M de NaCl — solucdo estéril) na quantidade de 1/6 do volume do sobrenadante.

A solucdo foi incubada por 12-16 horas a 4°C para a precipitacdo dos fagos e
posteriormente, centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C e descartar o
sobrenadante. O precipitado foi, entdo, suspendido em 1 mL de PBS 1x e reprecipitado
com 1/6 do volume de PEG/NaCl, por uma hora no gelo e centrifugado a 14000rpm por 10
minutos a 4°C, sendo que o sobrenadante foi descartado.

O precipitado foi ressuspendido em 200 uL de PBS1x, obtendo-se entdo o eluato
amplificado, posteriormente titulado e armazenado a 4°C.

Pre-Screening - Phage-ELISA:



Para analisar a reatividade dos clones selecionados as IgG dos pacientes
portadores do HTLV-1 e individuos controle negativos, sera realizado o ensaio de ELISA.

As placas de microtitulagdo carregadas (NUNC, Maxisorp) foram sensibilizadas
com 1ug/poco de anticorpo monoclonal anti-M13 (GE Healthcare), sem marcacéo, diluido
em tampdo carbonato 50 mM pH 9.6 por 16 horas a 4°C. Decorrido o tempo de
sensibilizacdo, as placas foram lavadas uma vez com 300uL de PBS1x e bloqueadas com
tampé&o de bloqueio (300pL de PBS1x suplementado com 5% de leite desnatado) por 1
hora a 37°C.

As placas foram lavadas duas vezes com PBS1x e incubadas com 50uL/poco de
cultura dos fagos selecionado para de HTLV e de cultura de fago de Chlamydia
Trachomatis para controle negativo das reacdes, por 1 hora a 37°C.

Posteriormente, as placas foram lavadas seis vezes com 300uL de PBS-T 0,05% e
os clones miméticos a proteinas do HTLV-1 foram incubadas por 1 hora a 37°C com 50uL
do pool de soro de pacientes portadores do respectivo virus diluido em PBS1x-Molico e o
pool de controle negativo também com PBS1x-Molico. Apos este periodo, as placas foram
lavadas seis vezes com 300uL de PBS-T 0,05% e incubadas com 50uL de anti-lgG
humana conjugado com peroxidase (Sigma) diluido 1:5000 em PBS1x suplementado com
5% de leite desnatado molico, durante 1 hora a 37°C.

Apos seis lavagens com PBS-T 0,05%, a ligacdo antigeno/anticorpo foi detectada
pela adicdo de tampdo orto-fenilenodiamina (OPD) a 1 mg/mL acrescida de 3% de agua
oxigenada (H202). A reacdo foi interrompida pela adicdo de 20uL de &cido sulfarico 4N.
A reatividade foi obtida em leitor de placas pela leitura a 450 nm.

3. Resultados

Apos a selecdo pelo biopanning, com um pool de plasma positivos e negativos para
HTLV-1, 96 clones de fagos contendo peptideos de 12 aminoacidos lineares foram testados
em um ensaio do tipo ELISA indireto contra 0 mesmo pool de plasma(Figuras 1 e 2), para
verificar a reatividade dos mesmos. Desta forma, foram identificados 46 clones de fagos,
contendo peptideos de 12 aminoacidos, que mostraram razdo de densidade Optica, nos
testes de ELISA, entre os soros positivos e negativos, maior que 2(Figura 1), o que
demonstra potencial de ser peptideos miméticos ao virus estudado.

Entre os 46 bacteri6fagos com razdo de densidade dptica maior que 2, 4
bacteriéfagos obtiveram melhores resultado, fagos B6, E6, F6 e D10.



Figura 1: Placa 1 do Phage-ELISA para teste de reatividade



Figura 3- Relagdo de fagos que mostraram uma relacdo de densidade Optica, nos testes de ELISA, entre 0s
SOros positivos e negativos, maior que 2
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Grafico 4- Reatividade dos fagos em contato com pool de soro positivo para HTLV-1 em relagdo aos em
fagos em contato com pool de soro negativo para HTLV-1

Placa 2 - HTLV-I (450nm)
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Gréfico 5- Reatividade dos fagos em contato com pool de soro positivo para HTLV-1 em relacdo aos em
fagos em contato com pool de soro negativo para HTLV-1

4. Discussao

No presente estudo, o perfil imunoreativo de peptideos selecionados por Phage
Display foi avaliado, demonstrando epitopos com potencial para a deteccdo da infeccdo
por HTLV-1 e dessa forma, podendo ser utilizados para uma possivel aplicacdo a um
diagnéstico diferenciado.

Para o diagnéstico do HTLV-1 é necessario a deteccdo de anticorpos contra o
virus atraves de testes sorologicos e a confirmacdo € feita por Western Blot. Pela grande
homologia genética entre 0 HTLV-1 e o HTLV-2, por muitas vezes, € dificil a
diferenciacdo dos virus, nesse caso, é necessario o uso da PCR para a confirmacéo do
diagndstico. '



O peptideo ou proteina expresso no capsideo do fago possibilita a selegdo de
sequéncias baseadas na afinidade de ligagdo de uma molécula alvo em um processo de
selecdo in vitro denominado biopanning .1>1°

O biopanning é feito através de incubacdo da biblioteca de fagos radomizados
com o plasma de pacientes infectadas pelo HTLV-1 e de pacientes controle negativo, em
que, os anticorpos ligam-se aos peptideos expostos nos fagos. No final do processo, 0s
fagos ndo ligantes ao alvo sdo eliminados por lavagens sucessivas e os fagos especificos
permanecem ligados para posterior elui¢do.'’

Os resultados encontrados pelo boppanning reforcam os dados da literatura onde
afirma que é possivel realizar triagem de plasma com bibliotecas randémicas de Phage
Display podendo identificar peptideos miméticos.®

Ao realizar o Phage-Eliza para analisar a reatividade dos clones selecionados
através de 1gG dos pacientes portadores de HTLV-1, foi possivel constatar que ha
reatividade dos clones para com as IgG, através da analise, quando expostos com o pool de
plasma de controle negativo e com o pool de plasma controle positivo para HTLV-1, ja que
0 mesmo fago apresenta-se consideravelmente mais reativo quando em contato com o pool
de plasma de controle positivo ao HTLV-1.

Pode-se observar a eficacia da metodologia de Phage Display, uma vez que a
afinidade dos bacteriéfagos foi testada apds os ciclos de selegdo, através da técnica Phage-
ELISA, comprovando o sucesso do biopanning.'® 2

5. CONCLUSOES

Por meio da tecnologia de Phege Display foi possivel selecionar peptideos
imunorreativos contra os anticorpos circulantes em pacientes com HTLV-1, apresentando
baixa reatividade com IgGs de individuos controles negativos.

Através dos fagos reativos que foram selecionados, poderd ser possivel o
desenvolvimento de uma nova plataforma para diagndstico que utiliza os peptideos
expressos pela PII1 dos fagos, permitindo um diagnostico rapido e com baixo custo.
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TIPOS DE CONTRIBUICOES ACEITAS

1. Artigo original — trabalho de pesquisa original e inédita, que contribua para o
desenvolvimento do conhecimento em uma area especifica. Deve ser estruturado,
obrigatoriamente, em seis se¢des principais: Introducdo, Materiais e métodos, Resultados,
Discussdo, Conclusdo, Referéncias (maximo de 4.000 palavras, excluindo resumos,

figuras/tabelas e referéncias).

2. Artigo historico — descreve um episodio passado ou uma personalidade que representou
grande relevancia a area da saude em um campo de pesquisa, uma profissdo, uma
descoberta e outros. Texto dividido em secGes definidas pelo autor, com titulos e subtitulos
de acordo com a abordagem do assunto (méximo de 5.000 palavras, excluindo resumos,
figuras/tabelas e referéncias).

3. Artigo de revisao
3.1) Revisdo sistematica — revisdo planejada com base no resultado de estudos originais,
que procura responder, de forma sintetizada, a um objetivo especifico. Descreve,
criticamente e em detalhes, os procedimentos empregados na busca, selecdo, analise e
sintese dos dados dos estudos incluidos na revisdo e que sdo 0s mais significativos ao tema
abordado. Sugere-se observar o PRISMA Statement (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses), disponivel em inglés e portugués. Deve incluir as

secdes: Introducdo, Métodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo, Referéncias (maximo de
5.000 palavras, excluindo resumos, figuras/tabelas e referéncias).
3.2) Revisdo narrativa — analise critica, de carater descritivo-discursivo sobre tema de
interesse cientifico a area da saude. Deve ser elaborada somente por pesquisadores com
vasta experiéncia na tematica abordada (méximo de 5.000 palavras, excluindo resumos,

figuras/tabelas e referéncias).

4. Comunicagao — artigo curto sobre um trabalho cientifico que ainda est4 sendo realizado,
relatando resultados preliminares de pesquisa. Tem a funcdo de dar conhecimento a
comunidade cientifica sobre o andamento de novas descobertas, de maneira rapida,
garantindo prioridade ao autor. Deve incluir as mesmas se¢des que um artigo original

(maximo de 2.000 palavras, excluindo resumos, figuras/tabelas e referéncias).
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5. Relato de caso — descrigdo de caso clinico importante e bem documentado do ponto de
vista clinico e laboratorial. Deve conter Introducdo (com breve revisdo da literatura),
Descricdo do Caso, Discussdo, Conclusdo, Referéncias (maximo de 3.000 palavras,

excluindo resumos, figuras/tabelas e referéncias).

6. Nota técnica — contempla guias, sinteses de manuais, recomendagdes institucionais e

roteiros (maximo de 3.000 palavras, excluindo resumos, figuras/tabelas e referéncias).

7. Carta ao Editor — manifestacdo de opinido de leitores sobre artigos publicados pela
Revista. Deve trazer comentario consubstanciado sobre tema publicado e/ou sobre assunto

polémico (méximo de 1.000 palavras, excluindo resumos, figuras/tabelas e referéncias).
CRITERIOS DE AUTORIA E RESPONSABILIDADE DOS AUTORES

Os critérios de autoria baseiam-se nas resolucdes do ICMJE. A autoria reconhecida
fundamenta-se em contribuicdo substancial, relacionada aos seguintes aspectos: (i)
idealizacdo e desenho do estudo, analise e interpretacdo dos dados; (ii) redacdo ou revisdo
critica relevante do contetdo intelectual do manuscrito; (iii) revisdo e aprovacdo final da
versdo a ser publicada; e (iv) responsabilidade por todos os aspectos do trabalho, incluindo
a garantia de sua precisao e integridade. Todos os designados como autores devem atender

a esses critérios.

No ato da submissdo, o manuscrito deve ser acompanhado da Declaracdo de

Responsabilidade, assinada por todos os autores, na qual assumem participacdo na

elaboracdo intelectual de seu conteGdo e responsabilizam-se pela veracidade e
originalidade do trabalho, além de atestar que o estudo ndo foi publicado anteriormente,
parcial ou integralmente, nem encaminhado para publicacdo por outro periodico. Para

autores de diferentes locais, € possivel enviar copias assinadas em separado.
FONTES DE FINANCIAMENTO

As fontes de financiamento — privado ou institucional — e o fornecimento de equipamentos,
materiais e insumos a pesquisa de forma gratuita ou com desconto devem ser declarados

pelos autores no topico “Apoio Financeiro” dentro do manuscrito.

CONFLITO DE INTERESSES
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Conflitos de interesses podem surgir quando autores, revisores ou editores possuem
interesses — aparentes ou ndo — capazes de influenciar no processo de elaboragdo ou
avaliacdo dos manuscritos. Esses conflitos podem ser de natureza pessoal, comercial,
politica, académica ou financeira, razdo pela qual os autores devem reconhecé-los e revela-

los, quando presentes, no topico “Conflito de Interesses” dentro do manuscrito.
ASPECTOS ETICOS
Trabalhos envolvendo seres humanos ou animais

Devem ter a aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da instituicdo onde a

pesquisa foi realizada e cumprir os principios éticos contidos na Declaracdo de Helsinki.

Para pesquisas realizadas com seres humanos no Brasil, os autores devem observar as

normas constantes na Resolucdo CNS n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho

Nacional de Saude, além de atender a legislacdo pertinente. Ndo ha necessidade de envio
de copia do documento, bastando informar, na secdo “Materiais ¢ Métodos”, o nome do
CEP, o numero do protocolo e a data da aprovacdo do projeto. Informar também se os
pacientes incluidos nos estudos assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e se nesse consta 0 compromisso de preservacao da privacidade dos pacientes.

Os casos omissos serdo analisados pelos Editores.
Protecdo dos direitos e privacidade dos pacientes que participam de pesquisas

Informagdes que possam identificar os participantes da pesquisa ou do relato de caso
clinico ndo serdo publicadas, a menos que seja essencial para os propdsitos cientificos, e 0
paciente ou seu responsavel conceda permissdo, por escrito, para a publicacdo. O
consentimento, por escrito, para esses propdsitos exige que se mostre ao paciente ou
responsavel o manuscrito a ser publicado. Na publicacdo devera constar que se obteve a
autorizagdo. Na busca do anonimato, nunca alterar nem falsificar os dados do paciente.
Omitir os detalhes que sirvam para identificar as pessoas, caso nao sejam essenciais. N&o
usar 0 nome do paciente, suas iniciais ou registro que Ihe tiver sido conferido no hospital,

especialmente no material ilustrativo.

Ensaios clinicos
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Artigos que apresentarem resultados parciais ou integrais de ensaios clinicos devem indicar
0 namero de identificacdo e a entidade de registro do ensaio validada pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) e pelo ICMJE.

IDIOMA DO MANUSCRITO E TRADUCOES

Os artigos podem ser submetidos em portugués, inglés ou espanhol. O Nucleo Editorial

encarrega-se da traducgéo para os outros idiomas, sem custo aos autores.
FORMA DE APRESENTACAO DOS ORIGINAIS
Estrutura geral do documento

Os trabalhos deverdo ser apresentados: em um arquivo .doc/.docx (padrdo Microsoft
Word); digitados para papel tamanho A4; com tipo de fonte Times New Roman, tamanho
12 pt; com espacamento simples entre linhas e 6 pt para paragrafos em todo o texto; e

margens superior, inferior, esquerda e direita igual a 3 cm.
Primeira pagina

Area do conhecimento: para facilitar a designacdo do artigo por tema e Editor, informar

em qual area tematica o artigo melhor se enquadra. Escolher dentre uma das seguintes:

1) Antropologia Médica

2) Bacteriologia e Micologia

3) Biomarcadores e Bioindicadores

4) Desenvolvimento Tecnolégico e Inovacdo em Salde
5) Educacdo em Salde e Educacdo Ambiental
6) Entomologia

7) Farmacia

8) Imunologia

9) Parasitologia

10) Salude e Meio Ambiente

11) Saude Publica e Epidemiologia

12) Virologia e Arbovirologia
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Titulo: deve ser conciso, informativo e atrativo, de modo que o tema e a area do
conhecimento sejam imediatamente reconhecidos. Quando citado o nome de cidade e
estado, inserir também o nome do pais. Deve ser apresentado centralizado, em negrito e em

minusculo, a excecao de inicio de frase e nomes proprios.

Autoria: informar os nomes completos de todos os autores, sem abreviagdo (ao centro e
em negrito). Abaixo do nome de cada autor deve conter sua respectiva afiliacdo completa
(ao centro, normal), respeitando-se a hierarquia do 6rgéo, seguida da indicacdo da cidade,
do estado e do pais de origem, além do e-mail do referido autor (Ex.: Instituto,
Departamento, Laboratério, Cidade, Estado, Pais — email@mail.com).

Resumo: deve ser apresentado no mesmo idioma do texto, digitado em um Unico paragrafo,
com até 250 palavras. Para manuscritos do tipo Artigo Original, Comunica¢do e Revisao
Sistematica, o resumo deve ser estruturado nas seguintes secdes: Objetivo, Materiais e

Métodos, Resultados, Conclusao.

Palavras-chave: indicar de trés a seis termos que mais representem o contetdo central da
pesquisa. Sugere-se 0 uso do vocabulario estruturado de Descritores em Ciéncias da
Salde (DeCS), criado pelo Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacdo em
Ciéncias da Saude (BIREME) com o objetivo de padronizar uma linguagem Unica de
indexacdo, facilitando a recuperacdo de documentos cientificos.

Endereco para correspondéncia: informar o nome e o endereco para correspondéncia do
autor responsavel pelo contato sobre o trabalho. Deve conter nome completo, endereco

completo (preferencialmente institucional), telefone e e-mail.

Corpo do Texto

A estrutura do texto deverd obedecer as orientacGes de cada categoria de trabalho ja
descritas anteriormente, de modo a garantir uma uniformidade e padronizagéo dos textos

apresentados pela Revista.

Introducéo — apresentacdo do problema, justificativa e objetivo do estudo, nessa ordem,

em texto corrido, sem inserir subtépicos.
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Materiais e Métodos — deve conter o detalhamento dos materiais utilizados, dos métodos
aplicados e, quando pertinente, a descricdo e o calculo do tamanho da amostragem, os
procedimentos de coleta de dados, entre outros, de modo que outro pesquisador possa
repetir o estudo com os dados fornecidos. Técnicas padronizadas bastam ser referenciadas.
No caso de estudo envolvendo seres humanos ou animais, observar o item Aspectos

Eticos destas Instrugdes.

Resultados — apresentacdo dos dados obtidos com a pesquisa, sem interpreta-los ou
discuti-los. Podem ser incluidas tabelas e figuras, as quais devem ser autoexplicativas e
possuir chamada inserida no corpo do manuscrito, além de oferecer uma leitura direta,

simples e clara (ver o item llustracGes destas Instrucoes).

Discussao — deve apresentar a analise critica dos resultados, suas implicacdes e limitacGes,

confrontando-os com os resultados de outras publicacGes de relevancia para o tema.

Conclusao — deve evidenciar o que foi alcancado com o estudo, relacionando os resultados
obtidos com as hipdteses levantadas e sugerindo, quando necessario, outros estudos que

complementem a pesquisa ou recomendacdes de ordem pratica.

Agradecimentos — (opcional) contribuicdo de pessoas e/ou organismos que prestaram

colaboracdo técnica e/ou intelectual & pesquisa.

Apoio Financeiro — indicacdo da existéncia de financiamento ao desenvolvimento da

pesquisa por 6rgdo ou instituicdo de fomento. Ndo abreviar nomes de instituicdes.

Conflito de Interesses — informar a existéncia ou nao de possiveis formas de conflitos de

interesse. Essa informac&o sera publicada, caso o trabalho seja aceito.
Referéncias

Para citacdo das referéncias no texto, deve ser utilizado o sistema de chamada numérico
sequencial (ordem de aparecimento no texto), que corresponde ao nimero sobrescrito, sem
paréntese, disposto imediatamente apds o trecho a que se refere. No caso de mais de uma
citacdo para 0 mesmo trecho, os niumeros devem ser separados entre si por virgulas. Evitar
0 excesso de citacdo em alguns trechos, elegendo sempre as mais relevantes (max. 6). As

citacOes diretas (transcri¢fes) serdo aceitas apenas em artigos historicos e de antropologia
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médica; em outros tipos de artigos, sO serdo aceitas até trés linhas, desde que inseridas no
texto (aspadas e sem utilizagéo de recuo).

As referéncias devem ser listadas ao final do manuscrito, em ordem sequencial numeérica,
conforme ordem de aparecimento no texto; e normalizadas segundo o0s Requisitos
Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periddicos Biomeédicos. Em referéncias com

mais de seis autores, deve-se listar até os seis primeiros, seguidos da expressao “et al" para
os demais; titulos de periodicos deverdo ser abreviados de acordo com o estilo utilizado

no Index Medicus. Observar os exemplos abaixo:

a) Artigos de periodicos:

Schofield CJ, Jannin J, Salvatella R. The future of Chagas disease control. Trends
Parasitol. 2006 Dec;22(12):583-8.

Carvalho RGC, Carneiro ICRS, Pinheiro MS, Pinheiro SC, Azevedo PSR, Santos
SD, et al. Caracterizacdo  fenotipica e  genotipica  de Serratia
marcescens provenientes de Unidade Neonatal de Referéncia em Belém, Parj,
Brasil. Rev Pan-Amaz Saude. 2010 mar;1(1):101-6.

- Volume com parte:

Marcus FI. Drug interaction with amiodarone. Am Heart J. 1983;106(4 Pt 2):924-
30.

- Volume com suplemento:

Mirra SS, Gearing M, Nash F. Neuropathologic assessment of Alzheimer’s disease.
Neurology. 1997;49 Suppl 3:S14-6.

Vinhaes MC, Dias JCP. Doenca de Chagas no Brasil. Cad Saude Publica. 2000
jan;16 supl 2:7-12.

- NUmero com suplemento:

Wise MS. Childhood nacolepsy. Neurology. 1998 Feb;50(2 Suppl 1):S37-42.

Mello Jorge MHP, Gawryszewski VP, Latorre MR. Analise dos dados de
mortalidade. Rev Saude Publica. 1997 ago;31(4 supl):5-25.

- Em fase de impresséo:

Oliveira SV, Gurgel-Gongalves R. Analise preditiva da distribuicdo geogréfica de
hantavirus no Brasil. Rev Pan-Amaz Saude. No prelo 2013.

Stewart WC, Geiger AC, Jenkins JN. The benefit of repeated intraocular pressure

measurements in clinical trials. Arch Ophthalmol. In Press 2014.
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b) Livros:

Ledo RNQ, coordenador. Medicina tropical e infectologia na Amazonia. Vol. 1.
Belém: Samauma; 2013.

Fletcher RH, Fletcher SW, Fletcher GS. Clinical epidemiology. 5th ed. Baltimore:
Lippincott Williams & Wilkins; 2012.

- Autoria institucional:

World Health Organization. Communicable disease alert and response for mass
gatherings: key considerations. Geneva: WHO; 2008.

Ministério da Saude (BR). Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de bolso. 8. ed.
rev. Brasilia: Ministério da Saude; 2010.

Secretaria de Estado de Planejamento e Coordenagdo Geral (Mato Grosso).
Informativo populacional e econémico de Mato Grosso: 2008. Cuiaba: Secretaria
de Estado de Planejamento e Coordenacédo Geral; 2008.

- Capitulos de livro:

* Quando o autor do capitulo ndo é o mesmo do livro

Kapikian AZ, Hoshino Y, Chanock RM. Rotaviruses. In: Knipe DM, Howley PM,
editors. Fields virology. 4th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2001.
p. 1787-833.

Dewey WL, Martin BR. Abuso de drogas. In: Craig CR, Stitzel RE. Farmacologia
moderna: com aplica¢des clinicas. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Kroogan; 2011.
p. 380-94.

* Quando o autor do capitulo ¢ o mesmo do livro

Cefrey H. Yellow fever. New York: Rosen; 2002. Prevention and control; p. 48-56.
Contanzo LS. Fisiologia. 4. ed. Rio de Janeiro: Elsevier; 2011. Neurofisiologia; p.
65-110.

c) Teses, DissertacGes e Monografias:

Buhrer-Sékula S. Simple dipstick assay for the detection of antibodies to phenolic
glycolipid-1 of Mycobacterium leprae [thesis]. Amsterdam (NL): Royal Tropical
Institute; 1998.

Queiroz ML. A hanseniase no Estado de Mato Grosso [dissertacdo]. Cuiaba (MT):
Universidade Federal de Mato Grosso, Instituto de Satde Coletiva; 2009. 137 p.
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d) Portarias e Leis:

Brasil. Ministério da Salude. Portaria n°® 533, de 28 de marco de 2012. Estabelece o
elenco de medicamentos e insumos da Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (RENAME) no &mbito do SUS. Diario Oficial da Unido, Brasilia (DF),
2012 mar 29; Sec¢éo 1:95.

Brasil. Lei n° 9.431, de 6 de janeiro de 1997. Decreta a obrigatoriedade do
Programa de Controle de Infeccdo Hospitalar em todos os hospitais brasileiros.
Diério Oficial da Unido, Brasilia (DF), 1997 jan 7; Secdo 1:165.

e) Anais de Congresso:

Dittmar A, Beebe D, editors. 1st Annual International IEEE-EMBS Special Topic
Conference on Microtechnologies in Medicine & Biology; 2000 Oct 12-14; Lyon,
France. Piscataway (NJ): IEEE; 2000. 643 p.

Anais do 51° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical;, 2015 jun
14-17; Fortaleza, Brasil. Brasilia (DF): Sociedade Brasileira de Medicina Tropical;
2015. 2078 p.

f) Trabalho de evento publicado em periddico:

Ohnishi MDO, Ventura AMRS, Libonati RF, Souza JM. O pulmdo na
maldria vivax: relato de caso. In: 44° Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, 2° Encontro de Medicina Tropical do Cone Sul e 3° Encontro de
Medicina Tropical dos Paises de Lingua Portuguesa; 2008 mar 4-7; Porto Alegre,
RS. Brasilia (DF): Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; 2008. p. 215.

(Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; vol. 41; supl. 1).
g) Documentos eletrdnicos:

- Livros e periddicos na Internet

World Health Organization. International health regulations: 2005 [Internet]. 2nd
ed. Geneva: World Health Organization; 2008 [cited 2013 Dec 11]. Available from:
http://www.who.int/ihr/publications/9789241596664/en/.

Lucena AR, Velasco e Cruz AA, Cavalcante R. Estudo epidemioldgico do tracoma
em comunidade da Chapada do Araripe - Pernambuco Brasil. Arq Bras Oftalmol
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[Internet]. 2004 mar-abr [citado 2004 jul 12];67(2):197-200. Disponivel em:
http://www.scielo.br/pdf/abo/v67n2/19740.pdf.

- Websites e base de dados na Internet

PubMed Central [Internet]. Bethesda (MD): NCBI/NLM; 2015 [updated 2014 Aug
15; cited 2015 Feb 10]. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/.
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Cidades@: Para [Internet]. Rio de
Janeiro:  IBGE; 2015 [citado 2015 mar 23]. Disponivel em:
http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/uf.php?lang=&coduf=15&search=para.

lustracgdes

Sao aceitas, no maximo, seis ilustracdes, que podem ser do tipo tabela, quadro, figura,
grafico ou mapa. Caso os autores julguem essencial que uma determinada ilustracdo
permaneca, se extrapolado o numero maximo permitido, solicita-se um contato especial
com o Ndcleo Editorial. Cada ilustracdo deve ser apresentada em folha separada ao final
do artigo, numerada na ordem de aparecimento no texto e conter um titulo sucinto, porém
explicativo, bem como suas respectivas legendas (quando houver). llustragcbes que néo
sejam de autoria dos mesmos autores do manuscrito s6 serdo publicadas caso o

criador/produtor/autor da ilustracdo conceda autorizacdo para publicacdo nesta Revista.
- Tabelas e quadros:

Devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Recomenda-se seguir Normas de

Apresentacdo Tabular da Fundagdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

Todas as explicacbes devem ser apresentadas nas legendas (rodapé) da tabela/quadro e ndo
no titulo, identificadas por simbolos nesta ordem: * , ¥, 1,8, |, 9, **, 1, {I . Nao
sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas/quadros e ndo usar espagos para separar
colunas. Para as células que apresentarem dado com valor igual a zero, substituir o "0" por
"—" e inserir no rodapée a seguinte nota: "Sinal convencional utilizado: — Dado numérico

igual a zero néo resultante de arredondamento™.
- Figuras:

Podem ser submetidas em preto ou em cores. Fotografias e mapas devem ser enviados sob
a forma de arquivos nos formatos JPG ou TIFF, com resolucdo minima de 300 dpi, para

possibilitar uma impressao nitida; na versao eletronica, a resolucdo sera ajustada para 72
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dpi. Imagens geradas em computador, como graficos e esquemas, podem ser anexadas sob
os formatos DOC, XLS, PSD, ou CDR. O Ndcleo Editorial reserva-se o direito de
configurar o material ilustrativo de modo mais econdmico, desde que ndo prejudique sua
apresentacdo. Os autores sdo convidados a submeter, para consideracdo da Revista,

ilustracGes de seus manuscritos que poderdo vir a ilustrar a capa.
Unidades de medida

As unidades de medida devem seguir os padrfes do Sistema Internacional de Unidades.

Siglas e Acrénimos

Siglas sdo palavras formadas a partir da reducdo de um grupo de palavras, onde cada letra
¢ pronunciada separadamente (Ex.. OMS — Organizacdo Mundial da Saude, AVC —
acidente vascular cerebral); escritas em maiusculas, a excecdo das originalmente grafadas
de forma diferenciada (Ex.: CNPq — Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnol6gico).

Acrbnimos sdo palavras formadas a partir da juncdo de letras ou silabas iniciais de um
grupo de palavras, formando vocébulos. Sdo escritos apenas com a inicial maiuscula (Ex.:
Fiocruz — Fundagdo Oswaldo Cruz, Funasa — Fundacgdo Nacional de Saude), a excecdo das
gue possuem menos de quatro letras que devem ser grafadas todas em maiusculas (EX.:

ONU - Organizacdo das Nacdes Unidas).

Para siglas e acrbnimos estrangeiros, recomenda-se a designacdo correspondente em
portugués, se a forma traduzida for largamente aceita; ou sua utilizacdo na forma original
se ndo houver correspondéncia em portugués, ainda que 0 nome por extenso em portugués
ndo corresponda a sigla. (Ex: UNESCO - Organizacao das Nac¢Ges Unidas para a Educacao,

a Ciéncia e a Cultura, CDC — Centers for Disease Control and Prevention).

Em sua primeira aparigdo no texto, siglas e acronimos deverdo ser escritos por extenso e
acompanhados da respectiva reducdo entre parénteses. A partir dai, utilizar apenas a sigla

ou acrénimo no restante do texto.

Um caso excepcional é o da palavra "aids" (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), que

0 Conselho Nacional de Aids, do Ministério da Saude, recomenda, dada a popularizacéo do
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acrénimo original "Aids — acquired immunodeficiency syndrome”, que seja grafada em

minusculas, representando o nome da doenca.
ENVIO DE MANUSCRITOS

Os trabalhos devem ser enviados por meio do Sistema de Submissdo da Revista.

Juntamente com o arquivo do manuscrito, os autores devem enviar a "Declaracdo de

Responsabilidade™, assinada por cada um deles, digitalizada em formato PDF.

Os autores podem enviar um documento a parte com a indicacdo de até trés possiveis
revisores, também especialistas no assunto abordado em seu manuscrito. E possivel ainda
indicar até trés revisores especialistas para 0s quais ndo gostariam que seu manuscrito

fosse submetido. Caberé aos Editores a decisdo de acatar ou ndo as sugestdes dos autores.
AVALIACAO E PUBLICACAO

Depois de submetido, o trabalho passa por dez etapas no tramite editorial. Ressalta-se que

ele s6 passara para a fase seguinte se aprovado na anterior. Sao elas:

1) Analise técnica: realizada pelo Nucleo Editorial, que verifica se o manuscrito foi
formatado segundo essas normas e se 0 assunto se enquadra no escopo da Revista; além de
realizar a busca por possiveis transcricdes sem o devido crédito a fonte original ou

qualquer outro ponto que possa atestar contra sua originalidade.

2) Andlise inicial: realizada por um Editor Associado, designado com base na area do
manuscrito, que analisa seu potencial para publicacdo e seu interesse para os leitores da
Revista, além de verificar se 0s preceitos éticos foram obedecidos. Trabalhos que néo

atenderem a essas exigéncias serdo recusados.

3) Andlise de mérito cientifico: apds a avaliacdo pelo Editor, os manuscritos serdo
enviados para avaliacdo "cega" (ndo identificada) por dois revisores especialistas (peer
reviewers). No caso de pareceres divergentes, um terceiro serd consultado. A partir dos
pareceres recebidos, os Editores poderdo considerar o manuscrito: (i) Aceitavel para
publicacdo; (ii) Aceitavel, condicionado a reformulacdo; ou (iii) N&o aceitavel. Os
trabalhos aceitos para publicacéo, porém condicionados a reformulacéo, serdo enviados aos

autores com prazo definido para devolucdo do manuscrito reformulado ao Nucleo Editorial.
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Uma vez aprovado para publicacdo, se, todavia, for identificada a necessidade de pequenas
corregdes e ajustes no texto, os Editores da Revista reservam-se o direito de fazé-lo.

4) Revisdo textual: de posse do manuscrito reformulado pelos autores, o Nucleo Editorial
encaminha-o para normalizagdo e revisdo ortografica e gramatical. O texto revisado €
devolvido aos autores para aprovacdo e uma resposta deve ser dada até o prazo estipulado;
caso contrario, todas as modificagdes serdo consideradas aceitas. No caso de haver

comentarios, todos deverdo ser respondidos pelos autores.

5) Avaliacdo final: onde o artigo, agora reformulado e revisado, retorna aos pareceristas

para aprovacao de sua versdo final.

6) Aprovacdo: finalmente, a decisdo definitiva pela publicagdo do manuscrito seré
condicionada a aprovacao final dos pareceristas e ao atendimento de todos os requisitos
estabelecidos nestas normas. A comunicacdo oficial sera enviada por e-mail ao autor de

correspondéncia.
7) Diagramacdao: fase em que o manuscrito ganha o formato de como sera publicado.

8) Leitura de prova: o artigo diagramado na versdo final a ser publicada € entdo
encaminhado por e-mail, em formato PDF, ao autor de correspondéncia para ser lido,
verificado e aprovado pelos autores, o qual deverd também assinar e enviar, em formato
PDF ou JPG, a Declaracdo de Transferéncia de Direitos Autorais Patrimoniais para
Publicagéo. Para ndo comprometer a publicacdo do trabalho, a resposta sobre a aprovagédo
ou ndo da prova e o envio da Declaracdo assinada devem cumprir o prazo estipulado.

Inclusdes de informacg6es ndo serdo aceitas nesta fase.

9) Publicacdo: fase final em que 0 manuscrito esta pronto e apto para inclusdo em um dos
fasciculos da Revista. A publicacdo esta condicionada ao recebimento, pelo Nucleo

Editorial, do documento de transferéncia de direitos assinado.

10) Traducdo: todos os artigos publicados sdo traduzidos pelo Nucleo Editorial para os
outros dois idiomas, sem custos aos autores. A versdo traduzida, ja diagramada, é
encaminhada ao autor de correspondéncia para aprovacdo e, entdo, publicada

eletronicamente.
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Toda vez que 0 manuscrito passar para uma proxima fase, é enviado um comunicado por e-

mail ao autor de contato para acompanhamento.
DIREITO DE REPRODUCAO

Os manuscritos publicados pela Revista Pan-Amazonica de Saude séo de propriedade de
seus respectivos autores. Entretanto, sua reproducdo — total ou parcial — por outros
periodicos ou meios de comunicagdo, traducdo para outro idioma ou cria¢do de vinculos

eletronicos sdo permitidas somente mediante autorizacdo expressa dos editores.
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