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RESUMO

Atualmente, o diagnodstico da tuberculose (TB) depende de exames como a
baciloscopia de escarro que apresenta baixa sensibilidade e a cultura do escarro que pode
levar até¢ 45 dias para obtengdo do resultado. Outro teste disponivel ¢ o GeneXpert
MTB/RIF® que apresenta alta sensibilidade porque detecta o DNA do Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) no escarro, a liberagdo do resultado ¢ rdpida, no entanto, o seu
equipamento tem um alto custo e por isso ele ndo ¢ ampliado para unidades basicas de saude.
Em virtude das limitagdes dos atuais testes disponibilizados no mercado para o diagnéstico da
TB, o presente estudo explora o potencial dos lipidios da parede celular do Mtb na
estimulacdo da produ¢do de TNF-a para o desenvolvimento de um novo teste de diagndstico
para TB ativa. Neste trabalho, avaliou-se a produ¢ao de TNF-o em amostras de sangue total
estimuladas com lipidios do Mtb em pacientes com TB pulmonar ativa, individuos sadios e
SR. A quantificagdo de TNF-a foi realizada no sobrenadante da cultura através do ensaio de
imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA), utilizando o kit comercial BDTM OptEIA Human TNF
ELISA Kit. Resultados: Os resultados obtidos até aqui mostraram que cultura de sangue total
0,05 mg/mL de extrato de lipidico por 48 horas aparentou ser quatro vezes maior do que nas

células dos individuos sadios e sete vezes mais do que nos sintomaticos respiratorios.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Lipidios, teste diagnostico.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA
(ABSTRACT - inglés)
Currently, the diagnosis of tuberculosis (TB) depends on tests such as sputum smear
microscopy, which has low sensitivity, and sputum culture, which can take up to 45 days to
obtain the result. Another available test is the GeneXpert MTB/RIF®, which has high
sensitivity because it detects Mycobacterium tuberculosis (Mtb) DNA in sputum, releasing
the result quickly, however, its equipment has a high cost and is therefore not expanded to
basic health units. Due to the limitations of current tests available on the market for the
diagnosis of TB, the present study explores the potential of Mtb cell wall lipids in stimulating
the production of TNF-a for the development of a new diagnostic test for active TB. In this
work, we evaluated the production of TNF-a in whole blood samples stimulated with Mtb
lipids in patients with active pulmonary TB, healthy individuals and RS. Quantification of
TNF-o was performed in the culture supernatant through the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), using the commercial kit BDTM OptEIA Human TNF ELISA Kit. Results:
The results obtained so far showed that whole blood culture 0.05 mg /mL of lipid extract for
48 hours appeared to be four times higher than in the cells of healthy individuals and seven

times higher than in those with respiratory symptoms.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Lipids, diagnostic test.
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INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecciosa de relevancia global, causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), e representa um sério desafio para a satde publica. No
ano de 2021, aproximadamente 10,6 milhdes de pessoas em todo o mundo adoeceram, e cerca
de 1,6 milhdao de obitos decorrentes da doenga foram notificados (WHO,2022). No Brasil,
mais de 60 mil novos casos foram registrados em 2021, com uma taxa de incidéncia de 32
casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2022), o que coloca o pais entre os 30 com maior
incidéncia de TB no mundo.

O diagnostico da TB depende de testes com sensibilidade limitada, como a
baciloscopia de escarro, € com longos periodos de espera pelos resultados, como a cultura do
escarro, que pode levar cerca de 45 dias apos a coleta da amostra para fornecer um
diagnéstico (PROSCOPIO et al., 2014). Embora o GeneXpert MTB/RIF® seja uma opgao
mais recente e sensivel para o diagnodstico da TB, detectando o DNA do Mtb no escarro ¢
fornecendo resultados em menos de 24 horas, seu alto custo limita sua aplicagdo em unidades
basicas de saude. Além disso, ele pode detectar bacilos ndo viaveis, o que pode levar a
equivocos em pacientes com historico de TB (CHAKRAVORTY et al., 2017).

Além destes, outro teste disponivel é o ensaio de liberagdo de IFN-y (IGRA), utilizado
como exame complementar no diagnostico da TB ativa em criangas, no entanto, em locais
onde a TB ¢ endémica, o teste tem indicacdo apenas para o diagndstico da infecgdo latente
pelo Mtb (ILTB) (BRASIL, 2019). O diagndstico pelo IGRA ¢ obtido a partir da
quantificagdo de IFN- y emsobrenadante de cultura de sangue total, apds estimulacdo in vitro
com as proteinas ESAT-6 e CFP-10 derivadas do Mtb. Embora eficaz no diagnostico da
ILTB, o IGRA nao consegue distinguir entre pacientes com TB ativa e individuos com ILTB,
o que limita sua utilidade em regides endémicas (WHITWORTH et al., 2013; BRASIL,
2019).

Devido as limitagdes dos testes atuais disponiveis no mercado para o diagnostico da
TB, a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) tem destacado a urgéncia de desenvolver um

novo teste diagnostico para a TB ativa. De acordo com a OMS, o teste deve atender a
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requisitos minimos de sensibilidade (> 65%, no geral; > 98% em individuos com baciloscopia
e cultura positiva) e especificidade (minimo de 87%). A exigéncia ¢ compardvel ao
desempenho do ensaio Xpert MTB/RIF. Além disso, ¢ necessario que o novo teste utilize uma
amostra de fécil acesso, como o sangue, urina ou swab, fornega resultados rapidos e tenha um

baixo custo para implementa¢do nas unidades basicas de saude (WHO, 2022).

Vérios estudos estdo investigando biomarcadores diagnosticos por meio da
estimulacdo in vitro com o Mtb ou suas proteinas (WANG et al., 2020; LUO et al., 2020;
CILLIERS et al., 2021; GUPTA et al., 2021). Avaliacdes com antigenos lipidicos
permanecem pouco explorados.  Petrilli e colaboradores (2020) avaliaram o potencial
diagnostico dos lipidios ao mostrar que o extrato lipidico apolar do Mtb ndo estimula a
prolifera¢do de linfocitos TCD8+ em individuos saudaveis, mas em pacientes com TB ativa,
esse mesmo extrato induziu a proliferagdo de células T CD8" produtoras de TNF-a
(PETRILLI et al., 2020). Com base nessa descoberta, o presente estudo explora o potencial
dessas moléculas na estimulagao da produgao de TNF-a para o desenvolvimento de um novo

teste de diagnostico para TB ativa.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
Gongalo Moniz (IGM), uma unidade da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no estado da
Bahia. O numero de aprovagdo do estudo ¢ CAAE: 38826720.7.0000.0040. Todos os
participantes consentiram voluntariamente em participar da pesquisa, manifestando sua
concordancia por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Os termos assinados estdo arquivados e sob a responsabilidade do pesquisador
principal na instituicdo onde as analises sdo realizadas. A participacao de todos os individuos
envolvidos no estudo foi totalmente voluntaria e sigilosa. Além disso, todas as etapas do
estudo estiveram em conformidade com as normas estabelecidas pelo CEP, de acordo com a

resolucao 466/12.

Local de estudo
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Este estudo foi conduzido no Instituto Gongalo Moniz (IGM/FIOCRUZ) na Bahia, em
colaboragdo com o Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM), um centro de
referéncia para doengas respiratorias, localizado no bairro Pau Miudo em Salvador. O hospital

faz parte do distrito sanitdrio da Liberdade, que integra a rede publica de saude do Estado da

Babhia.

Populacgio do estudo

Os participantes do estudo foram divididos em trés grupos: Grupo 1, composto por
pacientes com TB pulmonar do HEOM (n=12), cujo diagnostico foi confirmado por meio dos
sintomas caracteristicos da TB e pelo resultado positivo em pelo menos um dos seguintes
testes: pesquisa direta do bacilo alcool-acido resistente (BAAR) no escarro, cultura
microbiologica ou teste Xpert MTB/RIF®. Grupo 2, formado por individuos saudaveis do
IGM (n=12), que ndo apresentavam sintomas respiratorios ou doengas agudas nos ultimos 14
dias. Grupo 3, composto por pacientes com sintomas respiratorios (SR) (n=12), que
apresentavam suspeita de TB, mas cujos resultados nos testes de diagnostico de TB eram
obrigatoriamente negativos. Os critérios de ndo inclusdodo estudo incluiam individuos que
estavam em uso de corticosteroides sistémicos, menores de 18 anos ou maiores de 65 anos,
pacientes que haviam sido diagnosticados ou tratados para TB pulmonar nos ultimos dois
anos, pacientes transplantados, em tratamento para cancer, co-infectados com HIV ou que
tinham doengas autoimunes. Todos os voluntirios com TB e SR que se qualificaram para
participar do estudo foram atendidos consecutivamente na unidade de saude. Os individuos do

grupo HC eram estudantes, técnicos e/ou pesquisadores do IGM.

Aspectos clinicos e laboratoriais

Apds a obten¢do do consentimento por meio da assinatura do TCLE, todos os
voluntarios responderam a um questiondrio estruturado para coletar informagdes clinicas e
demograficas relevantes. Em seguida, todos os participantes foram submetidos a coleta de
sangue por meio de puncdo venosa, utilizando tubos contendo heparina., as coletas

consistiram em 9 mL de sangue total por voluntario, destinados a realizagdo de culturas de
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sangue total para testar a concentragao de estimulo com o extrato lipidico a 0,05 mg/mL e um

periodo de incubagao de 48 horas.

Crescimento bacteriano e extrac¢ao de lipidios

O extrato lipidico apolar foi obtido da cepa de Mtb (Erdmann) cultivada em meio
Middlebrook 7H9 (Difco, MD) contendo 10% do complexo albumina-dextrose (ADC)
(Beckton-Dickinson, MD), e incubada a 37°C e 5% de CO, até atingir a fase estacionaria. As
culturas planctonicas de Mtb foram utilizadas para a extracdo dos lipidios apolares
(PETRILLI et al., 2020). Apds a fase estacionaria, 5 mL de metanol contendo 0,3% de NaCl
(100:10) e 2,5 mL de éter de petrdleo foram adicionados a 30 mL das culturas em tubos
conicos do tipo Falcon (50 mL) e incubados por 30 minutos com agitagdo leve (117 RPM).
Em seguida, os tubos foram submetidos a centrifugacdo para separar os lipidios. A camada
superior de éter de petroleo, que continha os lipidios apolares, foi transferida para frascos de
vidro de 20 mL, os quais foram mantidos abertos dentro do fluxo laminar até a completa
evaporagdo do solvente. Apds a pesagem dos frascos, o extrato lipidico foi ressuspenso em
hexano e isopropanol na proporcdo de 1:1. Os frascos foram armazenados no freezer a -80°C

até serem utilizados nas culturas de sangue total.

Cultura de sangue total com os lipidios do Mtb

As amostras foram utilizadas para realiza¢ao de cultura de sangue total semelhante a
estratégia do teste QuantiFERON® TB. No entanto, o estimulo utilizado foi o extrato lipidico
da parede celular do Mtb como antigeno. Os tubos contendo o antigeno foram preparados
previamente a cultura de sangue total, com a colocagdo do extrato lipidico (E.L) ressuspensos
em hexano:isopropanol (1:1) a 0,05 mg/mL, sendo mantidos abertos até a completa
evaporac¢do do solvente. Outros tubos controle foram preparados, contendo apenas o solvente
(hexano:isopropanol), com o mesmo volume usado na preparagcdo dos tubos com extrato
lipidico. O lipopolissacarideo (LPS) da Escherichia coli O111:B4 foi utilizado usado nos
experimentos como controle positivo (CP). Como controles negativos, foram utilizados um

tubo sem antigeno e sem hexano:isopropanol (1:1) (CN) e outro tubo "contendo" apenas o
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hexano:isopropanol evaporado (CNh:i). O sangue total foi diluido na propor¢ao de 1:1 em
meio RPMI-1640 (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF), 1% de antibidtico-antimicotico 100x (Gibco®- Thermo Fisher Scientific) e 1%
de Hepes (10mM) (Gibco). Os tubos contendo sangue total e lipidios, bem como os seus
controles, foram incubados a 37°C e 5% de CO, por 48 horas. Ap6s o periodo de incubagao,
os sobrenadantes das culturas foram utilizados para quantificar o TNF-a por meio do ensaio
de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), utilizando o kit comercial BDTM OptEIA Human
TNF ELISA Kit

Analise estatistica

Os dados obtidos foram organizados e analisados por meio do programa GraphPad
Prism v. 8.0.1 (GraphPad Inc., San Diego, CA). O teste Shapiro Wilk e o Mann-Whitney
foram utilizados, a fim de comprovar estatistica com os resultados. O teste Shapiro Wilk para
avaliacdo da distribuicdo dos dados e o teste Mann-Whitney para comparagdo das medianas
entre os grupos do estudo. O nivel de significancia foi estabelecido para valores de p < 0,05.
Como ¢ esperado que a produgdo de TNF-a seja maior nos individuos com TB comparado aos
individuos sadios, o grafico referente as culturas de sangue total com estimulo do extrato
lipidico foram representadas pelas diferencas liquidas em relacdo aos CNs, conforme férmula
a seguir: ATNF-a = Cyp.,— CN. Onde, Coyg., € a concentragao de TNF-a da amostra e CN ¢ a

concentragdo de TNF- a do controle negativo.

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas da populacio do estudo

Trinta e seis participantes foram incluidos no estudo. Doze individuos com TB

pulmonar, 12 voluntarios sadios ¢ 12 como SR. A distribui¢ao dos voluntérios avaliados no

estudo com base no sexo e na idade estd apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos voluntarios recrutados para o estudo.

Caracteristicas TB pulmonar Individuo sadio SR

gerais (n=12) (n=12) (n=12)

Género, n (%)

Masculino 11 (92,31%) 4 (33,33%) 7 (46,67%)
Feminino 1 (7,69%) 8 (66,67%) 8 (53,33%)
Idade, anos (média
+ DP)

Total 41,33 +- 12,17 28,33 +- 8,7 43,6 +- 11,82

Masculino 41,18+- 12,71 29 +- 5,83 40,14 + 11,41

Feminino 43+-0 28 +- 9,81 46,63 +- 11,34

TB: tuberculose; DP: Desvio Padrao; n: nimero de voluntarios recrutados.

Caracteristicas clinicas e laboratoriais da populacao do estudo

As caracteristicas laboratoriais dos voluntarios avaliados com TB pulmonar ativa
foram representadas na Tabela 2. O resultado positivo do teste rdpido molecular Xpert
MTB/RIF, baciloscopia de escarro ou cultura bacteriologica juntamente com a presenca de
sintomas respiratorios foi o critério utilizado para o recrutamento dos individuos com TB
pulmonar. Dos 12 individuos com TB pulmonar, todos foram positivo no GeneXpert

MTB/RIF, 11 (91,65 %) apresentaram resultado positivo e 1 (8,35%) negativo na baciloscopia
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de escarro, respectivamente. 9 (75 %) dos voluntarios com TB pulmonar tiveram resultado

positivo na cultura bacteriologica.

Tabela 2. Caracteristicas laboratoriais dos voluntarios recrutados com TB pulmonar.

Caracteristicas laboratoriais

TB pulmonar

(n=12)

Xpert MTB/RIF, n (%)

Nao detectado 0(0)

Detectado 12 (100)
Baciloscopia, n (%)

Negativo 1(8,35)

1+ 2 (16,66)

2+ 2 (16,66)

3+ 7 (58,33)
NR 0 (0)
Cultura bacteriologica, n (%)

Negativo 3 (25)

1+ 0

2+ 1(8,33)

3+ 325

NR 5(41,66)

TB: tuberculose; DP: Desvio Padrio; n: nimero de voluntarios recrutados.

As caracteristicas clinicas dos voluntarios avaliados foram representadas na Tabela 3.

Todos os pacientes com TB pulmonar apresentaram tosse persistente (100%), 10 (80%) perda

de peso 8 (66,66 %), febre vespertina, calafrios/suor noturno e dor toracica (66,66). Esses sdao

considerados os principais sintomas caracteristicos da TB (BRASIL, 2020).

Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos voluntarios do estudo.

Caracteristicas clinicas

TB pulmonar (n=12) SR (n=12)

Tosse persistente, n (%)



Sim

Nao

Calafrios/suor noturno, n
(%)

Sim

Nao

Febre, n (%)

Sim

Nao
Dor toracica, n (%)

Sim
Nao
Falta de ar (dispneia), n (%)

Sim
Nao
Hemoptise, n (%)

Nao
Perda de peso, n (%)

Sim
Nao
Diabetes, n (%)
Sim
Nao
Fumante, n (%)

Sim
Passivo
Nao

Vacina BCG, n (%)

Sim

Nao

Nao sabe

Cicatriz da BCG, n (%)
Sim

Nao

12 (100)
0(0)

8 (66,66)
4 (33,33)

8(66,66)

4(33,33)

8 (66,66)
4(33,33)

6 (50)
6 (50)

10 (80)

10 (80)
2 (20)

0 (0)
12 (100)

2 (16,67)
1 (8,33)
9 (75)

8 (66,66)
2 (16,66)
2 (16,66)

6(50)
6 (50)

16

12 (100)
0(0)

5 (41,66)
7 (58,33)

5 (41,66)

7 (58,33)

6 (50)
6 (50)

3(25)
9 (75)

8 (66,66)

0(0)
12 (100)

0 (0)
12 (100)

0 (0)
1 (8,33)
11(91,66)

10 (83,33)
0 (0)
2 (16,66)

11 (91,66)
1 (8,33)
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Cultura de sangue total com lipidios do Mtb

As células de sangue total dos 36 individuos (n = 12, por grupo) foram estimuladas
com 0,05 mg/mL de lipidios por 48h (Figura 1). A média da producao de TNF-a no grupo TB
aparentou ser quatro vezes maior do que nas células dos individuos sadios (p = 0,2913) e sete
vezes mais do que nos sintomdticos respiratérios (p = 0,1135), mas essas diferencgas, ndo
foram estatisticamente significativas. O LPS nio foi capaz de estimular a producao de TNF- a

nos sintomaticos respiratorios e nao houve alteracao nos niveis de TNF-a nos tubos CNh:i.

8000 mm TB
3 Sadio
mm SR

6000
4000

2
|

-2000 - J‘ T

-4000 -
-6000 -

-8000 T | I
CNh:i E.L 0,05 LPS

ATNF-a (pg/ml)
o

Figura 1 - ATNF- o apés 48 h de cultura de sangue total com o extrato lipidico na
concentracio de 0,05. Estimulo com o extrato lipidico a 0,05 mg\mL em 48h; n = 12, por
grupo. O ATNF refere-se a produgdo absoluta de TNF-o em cada uma das condicdes (CNh:i,

E.L e LPS) menos a produ¢do de TNF-a em cultura sem estimulo.

Andlises da Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foram realizadas para
avaliar a capacidade discriminatéria do TNF-« e avaliacdo da sensibilidade e especificidade. A
liberagdo de TNF-a apresentou um AUC de 0.63 (0.4031-0.8608), com sensibilidade de 50%
e especificidade de 75%, em discriminar individuos com TB pulmonar e sadios (Figura 1A).
Entre os individuos com TB pulmonar e SR, o TNF-a obteve um AUC de 0.69
(0.4715-0.9174), com sensibilidade de 58,3% e especificidade de 83.3% (Figura 1B).
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Figura 2. Curva ROC para avaliar a capacidade do TNF-a em distinguir individuos com TB
pulmonar de individuos sadios e SR. (A) Curva ROC entre individuos com TB pulmonar (n =
12) e sadios (n = 12), AUC de 0.63. (B) Curva ROC entre individuos com TB (n=12) e SR (n
=12), AUC de 0.69. ROC = Receiver Operating Characteristic. AUC = Area sob a curva.

DISCUSSAO

O TNF-a desempenha um papel de destaque na resposta do sistema imunoldgico a
infeccdo por Mtb na TB ativa, ¢ reconhecido como um dos mediadores na resposta
inflamatoria. Ele ¢ amplamente reconhecido como uma citocina pro-inflamatéria que
desempenha um papel essencial na imunidade inata (CLARK, 2007). Devido a essas
caracteristicas, ¢ uma citocina que ja foi bem explorada como potencial biomarcador no
diagnodstico da TB ativa e individuos saudaveis, no estudo de Wang et al. em 2013 foi capaz

de diferenciar TB ativa de ILTB com sensibilidade de 72% e especificidade de 90,91%. Estes
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resultados sugerem que o TNF-a especifico para Mtb pode ser uma ferramenta util para o

diagnostico da doenca tuberculosa ativa.

Os estudos que tém quantificado o TNF-a como potencial biomarcador de TB
pulmonar tem sido focados na resposta imune mediada pelo estimulo de proteinas do Mtb in
vitro ou utilizando o Mtb como antigeno, mas avaliagdes com antigenos lipidicos
permanecem pouco explorados. E uma caracteristica singular do Mtb, ¢ a composicao rica em
lipidios de seu envelope. Cerca de 40% do peso seco da parede celular do Mtb ¢ composto por
lipidios. E notavel que uma parte substancial da capacidade decodificagio do genoma
bacteriano seja dedicada a biossintese e degradagdo lipidica (QUEIROZ, 2017). Essa
caracteristica Unica do Mtb e a resposta imune associada podem ser exploradas como
elementos principais no diagnostico da tuberculose, dado que, essas moléculas sdo antigenos
importantes que interagem com componentes do hospedeiro durante a infeccdo e estimula a
resposta imune (KARAKOUSIS et al., 2004). O diferencial do trabalho ¢ a utilizacdo do extrato
lipidico apolar da parede celular do Mtb como antigeno na estimulacdo in vitro do sangue

total em individuos com TB pulmonar e os grupos controles.

Nesse estudo houve um aumento da produgao de TNF- a especifico pelos lipidios, em
pacientes com TB ativa, que aparentou ser quatro vezes maior do que nas células dos
individuos sadios (p = 0,2913) e sete vezes mais do que nos sintomaticos respiratorios (p =

0,1135).

Por mais que o uso do extrato lipidico seja um diferencial do nosso grupo de estudo,
também ¢ uma limitag¢do, considerando que, ndo tem como garantir que ele ira ter sempre a
mesma composi¢do, a bactéria pode estar em estados metabdlicos diferentes, e assim, a
reprodutibilidade pode ser afetada. Entdo, torna-se, necessarios, em trabalhos posteriores,
identificar qual a espécie ou as espécies que estdo causando essa resposta para garantir a
homogeneidade dos resultados e aperfeicoar o teste. O extrato lipidico € uma representacao

mais complexa dos lipidios presentes na bactéria.

Além disso, ¢ necessaria uma analise de parametros diagnosticos, na qual ndo
realizamos uma avaliagdo abrangente de elementos essenciais, como acurdcia, razao de
verossimilhanca, odds ratio, indice kappa e valores preditivos, que nao fizemos o teste devido
a auséncia da diferenca significativa. A auséncia de uma anélise completa de tais parametros

diagnosticos cruciais representa uma limitagao do estudo, uma vez que a inclusdo deles teria
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enriquecido nossa avaliacdo do desempenho do teste diagnostico. Portanto, para que o teste
diagnostico possa ser implementado no mercado, € essencial que estudos futuros preencham

essa lacuna, fornecendo uma compreensao mais completa e robusta dos resultados.
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CONCLUSAO

A partir desses resultados foi possivel perceber um potencial diagnostico para a
dosagem de TNF-a apds 48 horas de cultura com o extrato lipidico a 0,05 mg/mL, onde os
niveis de TNF-a produzidos pelas células de pacientes com TB indicou cerca de quatro vezes
maior do que nas células dos individuos sadios e sete vezes mais do que nos sintomaticos
respiratorios. Apesar dessas diferencas ndo terem sido estatisticamente significante, o estudo
revela um potencial papel do TNF- a especifico pelos lipidios no diagnostico da TB
pulmonar, dado que somente as células dos pacientes com TB responderam ao estimulo com

essas moléculas.
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reserva-se todos os direitos autorais dos trabalhos publicados, inclusive de traducao,
permitindo, entretanto, a sua posterior reprodu¢do como transcri¢cdo, com a devida citagdo de

fonte.
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plena autoridade para decidir sobre a conveniéncia de sua aceitacdo, podendo, inclusive,
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1.5 Os textos dos trabalhos ficam sob inteira responsabilidade dos autores, nao refletindo

obrigatoriamente a opinido da Comissdo de Publicacdo e do Conselho Editorial.

1.6 A Revista podera introduzir alteragdes nos originais visando a manter a padronizacao e a
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em que o trabalho for publicado.

1.7 Fotos coloridas serdao custeadas pelos autores interessados na sua publicagdo. Nao existe

taxa para o processo de submissao e publicagdo.
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1.8 A assinatura da declaragdo de responsabilidade € obrigatéria. Sugere-se o seguinte texto a

ser incorporado aos anexos como INSTRUMENTO DE PESQUISA:

“Certifico(amos) que o artigo enviado a Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas ¢ um
trabalho original, sendo que o seu contetido ndo foi ou ndo estd sendo considerado para

publicacdo em outra revista, seja no formato impresso ou eletronico”.

Data e assinatura

Os co-autores, devem assinar juntamente com o autor principal a supracitada declaragao, que
também se configurard como a concordancia com a publicagdo do trabalho enviado, se este

vier a sera aceito pela Revista.

1.9 Submissao de artigos online

Os artigos devem ser submetidos eletronicamente por meio do site da Revista de Ciéncias

Médicas e Biologicas disponivel em
https://periodicos.ufba.br/index.php/cmbio/about/submissions ou

http://www.cienciasmedicasbiologicas.ufba.br. Outras formas de submissao ndo serdo aceitas.
O cadastro no processo de submissdo nao deve ultrapassar de 6 entre autor e co-autores

inscritos.

2 APRESENTACAO DOS TRABALHOS

\

Os originais destinados a Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas deverdo ser
apresentados de acordo com as normas a seguir, baseadas, principalmente, na Norma de

Vancouver:

2.1 Os textos poderao ser redigidos em portugués, inglés, francés e/ou espanhol e digitados na
fonte Times New Roman, corpo 12, com espago de 1,5 cm, margem de 3 cm de cada lado. Se

o texto for em outro idioma (inglés, espanhol ou francés), apds o comunicado de preliminar
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indicagdo para publicacdo, o mesmo deverd ser reavaliado/reescrito por um tradutor

credenciado e indicado pela Revista para a autorizacdo da versao definitiva.

2.2 As ilustragdes (graficos, desenhos, quadros, etc.) deverdo ser limitadas ao minimo
indispensavel, construidas preferencialmente em programa apropriado, como Excell, Harvard,

Graphics ou outro, fornecidas em formato digital

As fotografias deverdo ser fornecidas em papel ou em slides ou cromo. A indicagdo do tipo
de ilustracdo (Figura, Quadro, etc.) deve estar localizada na parte superior da mesma, seguida
da numeragdo correspondente em algarismos arabicos (Figura 1-, Quadro 5-) e do respectivo
titulo precedido de travessdo; a legenda explicativa deve ser clara e concisa, em corpo 10. No

caso de ilustragdes extraidas de outros trabalhos, sera necessario indicar a fonte.

2.3 As tabelas estatisticas também serdo numeradas consecutivamente em algarismos
arabicos, mas apresentardo a respectiva identificacdo — p.ex., Tabela 1 - Titulo; Tabela 2 -
Titulo, etc. — na parte superior, observando-se para a sua montagem as Normas de

apresentacio tabular do IBGE (1993).

2.4 Deverdo ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustragdes e as tabelas

serdo intercaladas.

2.5 As notas de rodapé serdo indicadas por asteriscos e restritas a0 minimo indispensavel.

2.6 Recomenda-se anotar no texto: os nomes compostos e dos elementos, em vez de suas
formulas ou simbolos; os periodos de tempo por extenso, em vez de em nimeros; bindmios da
nomenclatura zooldgica e botanica por extenso e em italico, em vez de abreviaturas; os
simbolos matematicos e fisicos conforme as regras internacionalmente aceitas; e os simbolos

métricos de acordo com a legislag@o brasileira vigente.

2.7 No preparo do texto original, devera ser observada, na medida do possivel, a estrutura

indicada em 2.7.1 a 2.7.2, na mesma ordem em que seus elementos se apresentam a seguir.

2.7.1 Elementos pré-textuais
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a) Cabecalho, em que devem figurar:

e o titulo do artigo e o subtitulo (quando houver) concisos, contendo somente as
informagdes necessarias para a sua identificagdo. Quando os artigos forem em
portugués, deve-se colocar o titulo e o subtitulo em portugués e inglés; quando os
artigos forem em inglés, francés ou espanhol, na lingua em que estiverem redigidos e
em portugues;

e 0(s) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) da sua titulagdo mais importante e
vinculo empregaticio (se houver), a qual sera a ser inserida em nota de rodapé
juntamente com o enderego profissional completo, inclusive telefone e e-mail do autor
ou co-autoria, principal do trabalho.

b) Resumo (portugués) e Abstract (Inglés)— Apresentagdo concisa e estruturada dos pontos
relevantes do texto, de modo a permitir avaliar o interesse do artigo, prescindindo-se de sua
leitura na integra. Para a sua redagao e estilo, deve-se observar o que consta na NBR -
6028/2021, e ndo exceder as 250 palavras recomendadas. Se o texto for em outra lingua
(espanhol ou francés) observa-se o0 mesmo procedimento. Sendo o artigo, preliminarmente,

indicado para publicacdo, o resumo em idioma estrangeiro devera ser reescrito por um

tradutor credenciado e indicado pela Revista para fazer a versao definitiva do mesmo.

¢) Palavras-chave e Keywords — palavras ou expressdes que identifiquem o contetido do
texto (no maximo 5), separadas por ponto e virgula e finalizada por ponto, que constem no

Descritores em Ciéncias de Saude (DeCS), no endereco eletronico http://decs.bvs.bre/ ou

MeSH (http://www.ncbi.nlm.nth.gov/mesh).

2.7.2 Texto

a) Introducao — Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua relacdo com outros
trabalhos na mesma linha ou area. Extensas revisoes de literatura devem ser evitadas e,
quando possivel, substituidas por referéncias aos trabalhos bibliograficos mais recentes, em
que certos aspectos e revisdes ja tenham sido apresentados. Os trabalhos e resumos
originarios de dissertagcdes ou teses devem sofrer modificagdes, de modo a se apresentarem
adequadamente como um texto em nova formatagao e atendendo as demais exigéncias da

Revista em relacgao a ilustracoes, fotos, tabelas, etc.
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b) Materiais e métodos — A descricdo dos métodos usados deve ser suficientemente clara
para possibilitar a perfeita compreensao e repetigao do trabalho, ndo sendo extensa. Técnicas
jé& publicadas, a menos que tenham sido modificadas, devem ser apenas citadas

(obrigatoriamente).

¢) Resultados — Devem ser apresentados com o minimo possivel de discussdo ou
interpretagdo pessoal, acompanhados de tabelas e/ou material ilustrativo adequado, quando

necessario. Dados estatisticos devem ser submetidos a andlises apropriadas.

d) Discussido — Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados alcangados,
relacdo com o conhecimento j4 existente, evitando-se hipoteses ndo fundamentadas nos

resultados.

e) Conclusio — Devem estar baseadas no proprio texto.

2.7.3 Elementos pos-textuais

a) Referéncias — Devem ser elaboradas de acordo com o Padrdo Vancouver (International
Committee of Medical Journal Editors -ICMJE). As referéncias dever ser organizadas em
ordem numérico crescente (algarismos arabicos), utilizando duas maneiras para as citagoes

34710 ou alfanumérico um autor Gatewood *!

no texto o sistema numérico sobrescrito
(2012), dois autores Cotti, Santos '* (2016), trés autores Azer, Safi, Almeida * (2011) e mais
que quatro autores Silva et al."” (2013). As abreviaturas dos titulos dos periddicos citados
devem estar de acordo com as bases e/ou Portal de revista BVS, Medline ou LILACS. A
exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Serdo incluidas na lista final todas
as referéncias de textos que contribuiram efetivamente para a realizagdo do trabalho, as quais,
no entanto, de 20, exceto artigos de revisao ja os originais nao devem ultrapassar o numero
maximo de 35. Quanto aos trabalhos citados no texto, todos serdo obrigatoriamente incluidos
na lista de Referéncias. Informagdes verbais, trabalhos em andamento ou nao publicados nao

devem ser incluidos na lista de Referéncias; quando suas citagdes forem imprescindiveis, os

elementos disponiveis serdo mencionados no rodapé da pagina em que ocorra a citagao.
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Obs.: Os autores estrangeiros deverdo indicar os elementos essenciais das referéncias, a

saber:

Sobrenomes com grau de parentesco

Santos R Neto

Sobrenomes com prefixo

Di Credo R

Sobrenomes Hispanicos

Alvarez Alduan NA

e Para artigos de periodicos: autor(es), titulo do artigo (e subtitulo, se houver), titulo do
periddico, data do fasciculo (exs.: 2001 jan; 2005 July- Sept etc.), volume, nimero do
fasciculo, quando o fasciculo citado for um Suplemento, paginacao inicial e final do
artigo, DOL.

Ex 1: Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL, Anjos SF, Santos F, Silva RD. Solid-organ
transplantation in HIV-infected patients. N Engl J Med. 2002 July 25;347(4):284-7. doi:

10.1007/s11904-013-0170-

* para livros: autor(es), titulo (e subtitulo, se houver), edi¢do (quando ndo for a primeira),

local, editora e ano de publicacdo. Paginagao.

Ex. 1

Santos DR. Gestao da inovagdo tecnologica. 2. ed. Barueri: Manole; 2008. 206 p.

e para trabalhos académicos: autor(es) e titulo do trabalho, seguidos do tipo da
publicacao. cidade de publicagdo, institui¢do, ano de publicacdo. pagina.

Polzin AC. Material didatico para capacitacao de fonoaudidlogos no tratamento das alteragdes

de fala na disfuncao velofaringea [master’s thesis]. Bauru: Faculdade de Odontologia de

Bauru, Universidade de Sao Paulo; 2017. 155 p.
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°

e para trabalho apresentados em eventos: autor(es) e titulo do trabalho, seguidos da
expressdo In: numera¢do do evento ¢ nome do evento (se houver), local e
responsabilidade da publica¢do, ano.

e Oyadomari AT, Pomini KT, Rosso MP, Buchaim RL. Efeitos da terapia por laser de

baixa poténcia no processo de reparo de defeitos 6sseos preenchidos pelo osso bovino
Bio-Oss® associados ao novo selante heterdlogo de fibrina. In: Resumo do 25th
Simpostio Internacional de Iniciacdo Cientifica da Universidade de Sao Paulo; 2017

Oct 24-25; Bauru, Brazil. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo; 2017.

Polzin AC. Material didatico para capacitacao de fonoaudidlogos no tratamento das alteragdes
de fala na disfuncao velofaringea [master’s thesis]. Bauru: Faculdade de Odontologia de

Bauru, Universidade de Sao Paulo; 2017. 155 p.

b) Agradecimentos (quando houver).

¢) Data de entrega dos originais a redacdo da Revista.

1.1  Artigos originais

Artigos originais — resultados novos e consolidados de pesquisa experimental ou teodrica,
apresentados de maneira abrangente e discutidos em suas aplica¢des, compreendendo de 15 a

25 paginas.

1.2 Artigos de revisao

Artigos de revisao — textos que retinam os principais fatos e idéias em determinado dominio
de pesquisa, estabelecendo relagdes entre eles e evidenciando estrutura e conceitual propria do

dominio, abrangendo de 8 a 12 paginas.
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1.3 Caso Clinico

1.4 Casos clinicos — descricdo de casos clinicos com revisao da literatura e discussao,

apresentados em 8 a 15 paginas.

1.5 Carta ao Editor

Carta ao editor — comunicac¢do de acontecimentos e pesquisas cientificas de relevancia.

1.6 Resenhas

Resenhas — Analises criticas de livros, monografias e periddicos recém-publicados, contendo

de uma a 4 paginas.

1.7 Resumos

Publicagdo apenas para os Resumos publicados em Eventos.

1.8 Declaracao de Direito Autoral

A Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas reserva-se todos os direitos autorais dos
trabalhos publicados, inclusive de tradugdo, permitindo, entretanto, a sua posterior reproducao

como transcri¢do, com a devida citacao de fonte.



34

1.9 Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serao usados exclusivamente para os servigos
prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a
terceiros.
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ANEXO

Anexo A — titulo do anexo A

Material solicitado pela revista cientifica selecionada que ndo faz parte do artigo. Isto pode
incluir carta de aprovagdo do comité de ética, Cover Letter, documento(s) complementar(es)

e/ou comprobatorio(s) do texto, entre outros.

Sao identificados por letras maitsculas consecutivas, travessao e pelos respectivos titulos.
Exemplo:

ANEXO A — Abreviatura dos meses

ANEXO B — Relacao das normas da ABNT sobre documentacao



