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1. ARTIGO CIENTIFICO

USO DA ASSOCIACAO DE HIDROXILAMINA E DETC NO TRATAMENTO
DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

USE OF THE ASSOCIATION BETWEEN HRIDROXYLAMINE AND DETC IN
THE TREATMENT OF CUTANEOUS LEISHMANIASIS

Thaline Mabel Sousa Santos® 2; Antonio Ricardo Khouri Cunha?
! Escola Bahiana de Medicina e Sadde Publica, Salvador/BA, Brasil;
2 Instituto Gongalo Moniz — Fundacdo Oswaldo Cruz (IGM/FIOCRUZ)

RESUMO: Para o tratamento de leishmaniose tegumentar os farmacos mais utilizados
atualmente sdo o glucantime e pentostan. Entretanto estas drogas possuem elevada toxi-
cidade e efeitos colaterais desconfortaveis. Neste contexto, a busca de novos farmacos
com alta acéo leishmanicida e reduzida toxicidade faz-se necessaria. Uma alternativa in-
teressante tem sido o uso de farmacos que atuam em mecanismos da resposta imune, pois
estes tém demonstrado resultados promissores. Dentre eles, foi demonstrado que o dietil-
ditiocarbamato (DETC) aumenta a producdo de superdxido e diminui a carga parasitaria
na leishmaniose tegumentar experimental. Outro farmaco, a hidroxilamina, reage com o
superdxido e durante esse metabolismo promove o aumento de peroxido de nitrito, mo-
lécula capaz de destruir parasitos intracelulares. Por isto, o objetivo deste trabalho foi
testar a acdo combinada da hidroxilamina e do DETC contra formas promastigotas de
Leishmania braziliensis in vitro. Foram realizados testes de toxicidade com Leishmania
braziliensis e em macréfagos murinos. De uma maneira geral, foi observado que a Leish-
mania braziliensis apresenta uma maior sensibilidade a acdo da hidroxilamina e do
DETC, em comparacdo com 0s macr6fagos murinos que apresentaram efeitos citotoxicos
apenas em concentracfes mais elevadas dos farmacos. Esses resultados sugerem que a
associacdo de hidroxilamina com DETC poderia ser um tratamento promissor para a
leishmaniose tegumentar.

Palavras chaves: Leishmaniose Cutanea; Leishmania braziliensis; Ditiocarb; Hidroxila-

mina.

Thaline Mabel Sousa Santos (thalinesantos16.1@bahiana.edu.br)
Rua Silveira Martins, n° 3386, Cabula /CEP: 41150-100
tel.: (71)99215-8700



INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania spp. que acometem cerca de 90 paises. A transmissdo ocorre através da pi-
cada de flebotomineos (ALVAR et al., 2012). Dependendo da espécie do parasito, da
resposta imune e do background genético dos individuos, a doenca pode apresentar ma-
nifestacdes clinicas bem distintas. Sdo classificadas em dois grandes grupos: leishmani-
ose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT). A LV caracteriza-se por ser uma en-
fermidade crénica que atinge 6rgaos como figado, baco e linfonodo. A LT é uma doenca
espectral que acomete a pele, podendo estender-se até as mucosas (ALVAR et al., 2012;
LAINSON; RANGEL, 2005).

Existem diversas manifestagdes clinicas da LT, entre elas, as mais comumente encon-
tradas séo: leishmaniose cutanea mucosa (LCM), a cuténea difusa (LCD), a disseminada
(LD) e a cuténea localizada (LCL). Nao se sabe ao certo o que causa as grandes variacoes
da apresentacdo clinica da LT, porém, acredita-se que essa variagdo ocorra devido as ca-
racteristicas relacionadas ao parasito e ao hospedeiro. A LCL é a forma mais frequente-
mente encontrada e é caracterizada pela presenca de uma ou mais Ulceras na pele, com
centro necrotico, bordas elevadas e desenvolvimento de resposta inflamatoria intensa
(GUIMARAES et al., 2008; COSTA et al., 2009). No Brasil, o principal agente etiologico
da LT ¢ a Leishmania braziliensis, a qual na maioria das vezes leva ao desenvolvimento
da LCL (MACHADO et al., 2010).

O tratamento de individuos com LCL tem sido um desafio para médicos e pesquisa-
dores. Os farmacos mais utilizados e com melhores resultados sdo os antimoniais penta-
valentes (glucantime) e o estibogluconato de sodio (pentostan) (DEPS et al., 2000;
SALDANHA et al., 2000). Apesar dos sucessos alcangados, estas drogas possuem alta
toxicidade e efeitos colaterais indesejaveis. Além disto, tem se observado um aumento
preocupante de casos onde estes farmacos ndo levam a cura do paciente, permitindo o
surgimento de cepas resistentes e aumento da frequéncia de casos de Leishmaniose Reci-
diva Cutis (LRC). Os individuos com LRC apresentam les6es nodulares ou pequenas pa-
pulas ao redor de uma cicatriz anterior ndo curada (COSTA et al., 2009).

Atualmente, a maioria dos tratamentos utilizados agem diretamente na destruicdo dos
parasitos ou limitando a sua multiplicacdo (BARBOSA et al., 2015). As taxas de cura do
antimonial pentavalente em uma area endémica de transmissao da L. braziliensis variam
entre 50 e 90% (ESPADA et al., 2017; MACHADO et al., 2010). Neste contexto, a busca

de novos farmacos faz-se necessaria para o tratamento destes casos.



Uma alternativa interessante tem sido o uso de farmacos que atuam em mecanismos
da resposta imune, pois estes tém demonstrado resultados promissores. Um dos principais
mecanismos imunes de destrui¢do de parasitos intracelulares, como a Leishmania spp., é
0 aumento da concentracdo de radicais livres de oxigénio — superdxido, hidroxila, peré-

xido de hidrogénio, 6xido nitrico e perdxido de nitrito (GANTT et al., 2001).

Nesta temética, foi demonstrado que o dietilditiocarbamato (DECT) aumenta a pro-
ducdo de superoxido e, consequentemente, diminui a carga parasitaria in vivo e in vitro
na LT experimental (CELES et al., 2016; KHOURI et al., 2009, 2010). O DETC é um
quelante de cobre que inibe a acdo da superoxido dismutase 1 (SOD1) e por isso aumenta
a producdo de superéxido (KHOURI et al., 2010).

Outro farmaco, a hidroxilamina, tem demonstrado efeitos semelhantes sobre a dimi-
nuicdo da carga parasitaria em macrdéfagos humanos infectados in vitro (dados ndo publi-
cados do grupo). Acredita-se que o metabolismo da hidroxilamina promova o aumento
de perdxido de nitrito, destruindo com mais eficacia parasitos intracelulares (CHEN et
al., 2015). Além disto, resultados sobre a seguranca da hidroxilamina tém demonstrado

pouca toxicidade em células humanas e de camundongos (dados ndo publicados do
grupo).

Deste modo, estas observagdes sugerem que a hidroxilamina e o DETC podem ser
potenciais candidatos alternativos para o tratamento da LT. Com isso, 0 objetivo deste

trabalho € testar a acdo in vitro da hidroxilamina e do DETC contra formas promastigotas

de Leishmania braziliesis.

MATERIAIS E METODOS

CEUA

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
protocolo n® 001/2018 e os animais foram mantidos em condic6es livres de patdgenos e
manipulados de acordo com as normas de ética do Instituto Oswaldo Cruz para experi-

mentacdo animal.

Obtenc¢do de macrofagos de camundongo BALBI/c

Foram utilizados camundongos BALB/c (fémeas entre 4 a 6 semanas de vida) ori-

undos do Biotério do Instituto Gongalo Moniz (IGM/FIOCRUZ). Células precursoras de



macrofagos foram obtidas a partir da lavagem da cavidade éssea do fémur e da tibia dos
camundongos BALB/c. Em seguida, as células foram cultivadas em placas de Petri con-
tendo meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF — Hyclone), 1%
dos antibioticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep — GIBCO) e 30% de sobrenadante
de fibroblastos murinos L929. A cultura foi incubada a 37°C com 5% de CO: por sete
dias para que ocorresse a diferenciacdo das células precursoras em macrofagos. Depois
deste periodo, os macrdfagos aderidos foram recuperados da placa utilizando tripsina
(GIBCO), centrifugados e ressuspendidos.

Ensaio de citotoxicidade por colora¢cdo com azul de trypan

Os macrofagos murinos foram distribuidos em tubos de polipropileno na concen-
tracdo de 5,0 x 10° células/tubo, com meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF — Hyclone) e 1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep —
GIBCO) e tratados com diluigbes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 puM, 5uM,
50uM, 500uM, 5mM) e de DETC (0 uM, 2uM, 20 pM, 200 pM, 2mM, 20mM) (Figura
1). Os tubos foram incubados em estufa 5% de CO3, 37°C e apds 48 horas as células

foram contadas considerando a coloragdo com azul de trypan em cAmara de Neubauer.
Ensaio de citotoxicidade por quantificacdo de ATP produzido

Os macrofagos murinos foram distribuidos em tubos de polipropileno na concen-
tracdo de 5,0 x 10° células/tubo, com meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF — Hyclone) e 1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep —
GIBCO) e tratados com diluicdes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 uM, 5uM,
50uM, 500uM, 5mM) e de DETC (0 uM, 2uM, 20 uM, 200 pM, 2mM, 20mM) (Figura
1). Os tubos foram incubados em estufa 5% de CO», 37°C e apds 48 horas, 100uL da
suspensdo celular foi transferida para microplaca de 96 pocos, preta com fundo transpa-
rente. Apos 30 minutos, 100uL do reagente CellTiter-Glo (Promega) foi adicionado nos
pocos com uma concentracdo final de reagente de 2%, com um volume final de 200uL.
A luminescéncia foi mensurada utilizando o leitor de placas FilterMax F3 (Molecular

Devices). O ensaio foi realizado em triplicata.
Citologia

Os macréfagos murinos tratados com DETC (0 uM, 2uM, 20 uM, 200 uM, 2mM,

20mM) foram submetidos a citocentrifugacéo (Cytospin 4, ThermoFisher) em 500 rpm
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por 5 minutos para preparagédo das laminas, as quais foram coradas com hematoxilina e

eosina e analisadas no microscopio otico.

Cultivo axénico dos parasitos

Formas promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram
cultivadas em meio Schneider, suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF -
Hyclone) e 1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep - GIBCO) em es-
tufa BOD a 26°C, durante cinco dias, até o parasito atingir a fase estacionaria.

Acéo leishmanicida da hidroxilamina e do DETC em cultura axénica de Leish-

mania braziliensis

Os parasitos na fase estacionéria foram cultivados em placas de 48 pocos, na con-
centragdo de 5 x 10%/pogo, com meio Schneider, suplementado com 20% de soro bovino
fetal (SBF - Hyclone) e 1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep -
GIBCO) e tratados com diluicdes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 puM, 5uM,
50uM, 500uM, 5mM) e de DETC (0 uM, 2uM, 20 uM, 200 uM, 2mM, 20mM) (Figura
1). As placas foram incubadas em estufa BOD a 26°C e ap0s 48 horas foi realizada a
contagem dos parasitos viaveis considerando a coloracdo com azul de trypan, o tamanho,
a motilidade e a morfologia em camara de Neubauer. O ensaio foi realizado em sextupli-

cata, em dias independentes.
Anélise estatistica

Os dados foram representados em graficos e mapas de calor utilizando o programa
GraphPad Prism 8.0. A fracédo de inibicéo e o indice de combinacéo (Cl) foram calculados
utilizando o software CompuSyn. O escore de sinergia de Loewe foi realizado utilizando

o software online SynergyFinder (https://synergyfinder.fimm.fi/).

RESULTADOS

Acdo leishmanicida dos farmacos na forma promastigota da Leishmania (L.) bra-
ziliensis

Com o intuito de determinar a acdo leishmanicida do DETC e hidroxilamina contra
formas promastigotas de L. braziliensis, foram conduzidos ensaios in vitro, utilizando

diversas concentragdes combinadas da hidroxilamina (OuM, 5uM, 50puM, 500uM, 5mM)
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com o DETC (OpuM, 2uM, 20 uM, 200 uM, 2mM, 20mM). A partir da avalicdo da acdo
dos farmacos na viabilidade e crescimento de L. braziliensis, observou-se um indice de
inibicdo de 50% de 33,03 puM para Hidroxilamina, 0,247 uM para DETC e 1,676 uM
para combinagéo das drogas (DETC/Hidroxilamina=1:2,5) (Figura 2).

Acao citotoxica dos farmacos nos macrofagos murinos através da contagem por
azul de trypan

Para determinar a citotoxicidade dos farmacos em macr6fagos murinos, foram condu-
zidos ensaios in vitro, utilizando diversas concentragdes combinadas da hidroxilamina
(5uM, 50uM, 500uM, 5mM) com o DETC (2uM, 20 uM, 200 pM, 2mM, 20mM). A
partir da avalicdo da acdo dos farmacos na viabilidade dos macréfagos murinos por azul
de trypan, observou-se que havia células viaveis até a concentracdo de 20000uM de
DETC, com uma reducdo marcante da viabilidade das células na concentracéo de 200uM
de DETC (Figura 3). A identificacdo dessa variagdo na sobrevivéncia das células sugeriu
uma possibilidade de baixa especificidade da contagem por azul de trypan, determinando
a necessidade da avaliacdo morfoldgica das células por analises de citologia. No que se
refere ao aspecto morfologico das células (Figura 4), foi observado uma perda significa-
tiva da integridade morfoldgica a partir da concentracéo de 200uM de DETC (Figura 4D)

com a presenga de células com nucleos picnéticos e muitos debris celulares.

Acéo citotoxica dos farmacos nos macrdéfagos murinos atraves da quantificacdo
de ATP

Ensaios in vitro, utilizando diversas concentracdes da hidroxilamina (5uM, 50uM,
500uM, 5mM) combinadas com o0 DETC (2uM, 20 uM, 200 uM, 2mM, 20mM) foram
conduzidos para determinar a citotoxicidade dos farmacos em macrofagos murinos. A
viabilidade celular foi mensurada utilizando o CellTiter-Glo (Promega), um ensaio que
se baseia na identificacdo do metabolismo ativo das células a partir da quantificacdo de
ATP. A avaliacdo da acdo dos farmacos na viabilidade dos macr6fagos murinos, obser-
vou-se um indice de inibicdo de 50% de 237,0 UM para Hidroxilamina, 11,47 uM para
DETC e 67,16 uM para combinacdo das drogas (DETC/Hidroxilamina=1:2,5) (Figura 5).

indice de seletividade combinada dos farmacos contra L. braziliensis

Para avaliar a significancia dos medicamentos combinados, foi analisado o indice de
combinagéo (CI) (Figura 6A) e o escore de sinergia de Loewe (Figura 6B e 6C). A questéo

que esta sendo abordada € se os dois medicamentos, atuando juntos produzem um efeito
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combinado que € consistente com suas poténcias individuais, denominado aditivo, um
efeito maior que o aditivo, denominado sinérgico ou um efeito que € menos aditivo, de-
nominado antagonista. Isso permite a selecdo de concentragdes apropriadas para a com-
binacdo dos dois agentes. Foi observado uma agdo antagonista em macr6fagos murinos
usando a concentracdo de 20uM de DETC e 500uM de Hidroxilamina. Por outro lado,

esta concentracdo combinada foi altamente sinérgica para L. braziliensis (Figura 6).

DISCUSSAO

Atualmente, o tratamento da leishmaniose cutanea tem sido um desafio para médicos
e pesquisadores, além de que os farmacos mais utilizados e com os melhores resultados
possuem elevada toxicidade e efeitos colaterais indesejaveis (DEPS et al., 2000;
SALDANHA et al., 2000). Nesta perspectiva, 0 presente estudo demonstrou que a asso-
ciacdo de DETC e hidroxilamina induz a morte de Leishmania braziliensis em baixas
concentracdes e apresenta baixa toxicidade em concentracdes mais elevadas para ambos

os farmacos em macréfagos murinos in vitro.

A associacdo da hidroxilamina com o DETC demonstrou atividade potente in vitro contra
Leishmania braziliensis. Estudos anteriores demonstraram o efeito do DETC como adju-
vante do sistema imunolégico em pacientes infectados pelo HIV-1, e contra Mycobacte-
rium tuberculosis. Nos pacientes infectados pelo HIV, o DETC foi capaz de atrasar a
progressao para AIDS, além disso, foi capaz de aumentar a atividade microbicida in vitro
de mondcitos estimulados com DETC, contra Mycobacterium tuberculosis (HUBNER et
al., 1991; REISINGER et al., 1990). KHOURI et al., 2010 demostrou que o DETC dimi-
nui a carga parasitaria em macrofagos murinos e humanos por L. braziliensis in vitro,
como consequéncia do aumento da producdo de superdxido, além de diminuir significa-

tivamente as lesbes em camundongos infectados com L. braziliensis.

A hidroxilamina € um composto quimico utilizado, dentre outras coisas, para quantificar
superdxido através da formacdo de nitrato e nitrito. Ja foi descrito que no metabolismo
celular normal, a hidroxilamina € produto intermediario em reacdes de reducdo enzima-
tica de nitratos ou nitritos e pela oxidacdo de aménia (GROSS; SMITH, 1985). A hidro-
xilamina apresenta na sua formula um atomo de nitrogénio (HsNO), e acredita-se que
quando este reage com oxigénio ha a formacdo de perdxido de nitrito, molécula capaz de

destruir parasitos intracelulares, como a Leishmania (CHEN et al., 2015). Por isso, este
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estudo teve o intuito de avaliar a possivel atividade leishmanicida deste composto. Nossos
resultados sdo pioneiros, pois ndo foi reportado na literatura estudos da hidroxilamina na
terapia da leishmaniose.

Testes de toxicidade foram realizados utilizando as mesmas concentragdes das drogas em
macréfagos murinos com duas metodologias diferentes. Na primeira, a viabilidade celular
foi avaliada através de contagem das células apés coloracdo com azul de trypan, entre-
tanto, observou-se um padréo de viabilidade nas células que foram tratadas com 2mM e
20mM de DETC e uma maior quantidade de células mortas quando tratadas com uma
concentracdo mais baixa (200uM de DETC). Por este motivo, laminas com a suspenséo
celular foram preparadas por citocentrifugacéo, e quando avaliadas em microscopia 6tica,
foi identificado que na concentracdo de 200puM de DETC as células apresentavam altera-
cao na morfologia, sugerindo um aspecto de morte celular. Um estudo conduzido por
KRAUSE; CARLEY; WEBB, 1984, demonstrou que apenas 60% de células que foram
previamente expostas a tratamentos letais, apresentaram-se coradas com azul de trypan.
Outros estudos demonstraram que o azul de trypan ndo é um corante confiavel para ava-
liacdo da viabilidade de células de mamifero em suspensdo (FRASER et al., 1976;
TENNANT, 1964). Por este motivo, 0s experimentos foram repetidos utilizando outra
metodologia, na qual viabilidade celular é medida através de um ensaio baseado na quan-
tificacdo de ATP, indicador de células metabolicamente ativas. Neste ensaio, foi possivel
perceber que a partir da concentracdo de 200uM de DETC, ocorreu morte celular.

Estes resultados corroboram com a microscopia 6tica, indicando que o padrao de viabili-
dade encontrado nas contagens diretas com azul de trypan ndo condizem com a viabili-
dade celular observada no ensaio de luminescéncia. Com isso, podemos perceber que a
contagem de células com azul de trypan ndo é a melhor metodologia para avaliacdo da
viabilidade celular de macrofagos.

Ao avaliar a acdo dos farmacos, pode-se perceber que o indice de inibicdo de 50% encon-
trado para L. braziliensis € menor (33,03 uM para Hidroxilamina, 0,247 uM para DETC
e 1,676 UM para combinacdo das drogas) do que os valores encontrados para macrofagos
murinos (237,0 uM para Hidroxilamina, 11,47 uM para DETC e 67,16 UM para combi-
nacdo das drogas). Sendo assim, a L. braziliensis apresenta uma maior sensibilidade a
acdo da hidroxilamina e do DETC, em comparacdo com 0s macréfagos murinos, 0s quais
apresentaram efeitos citotoxicos apenas em concentraces mais elevadas dos farmacos.
De forma geral, o efeito sinérgico entre as duas drogas abre caminho para um possivel

novo tratamento para a leishmaniose tegumentar, j& que a combinacao das drogas mostrou
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um efeito leishmanicida em L. braziliensis, e baixa citotoxicidade em macréfagos muri-
nos. Novos estudos devem ser realizados para avaliar o efeito da combinacgéo da hidroxi-
lamina com 0 DETC em modelos in vivo, e a partir dos resultados discutidos aqui, a com-
binacdo de 20uM de DETC com 500uM de hidroxilamina pode apresentar um potencial

efeito em modelos in vivo de leishmaniose tegumentar experimental.

CONCLUSAO

Em concluséo, a associagéo de hidroxilamina com DETC tem efeitos antiproliferativos
potentes em promastigotas de L. braziliensis e apresenta baixa toxicidade em macréfagos
murinos. Juntos, esses resultados indicam que a associagédo de hidroxilamina com DETC
poderia ser um tratamento promissor para a leishmaniose tegumentar, e apoiar futuros

estudos in vivo em modelos murinos infectados com L. braziliensis.
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Figura 1: Desenho do experimento. Representacéo do ensaio de acéo leishmanicida da hidroxilamina
e dietilditiocarbamato para L. braziliensis. H representa a hidroxilamina e D representa o dietilditiocarba-

mato.
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Figura 2: A¢do microbicida da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na Leishmania brazilien-
sis. A) Mapa de calor representando a avaliacdo da acéo direta da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato
no crescimento da Leishmania braziliensis. Os resultados estdo representados pela média do valor absoluto
de promastigotas viaveis, numa escala variando de zero (azul) até 1x107 de parasitos vidveis (verde). No
eixo x é apresentado as dilui¢bes de Hidroxilamina (H) e no eixo y as dilui¢cbes de DETC (D). B) Curva de
% de inibicdo do DETC e da Hidroxilamina combinada (Sigmoidal, 4PL, X is log(concentration). Foi rea-

lizado um experimento em triplicata.
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Macrofago murino
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Figura 3: Acdo citotdxica da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na viabilidade de ma-
crofagos murinos. Mapa de calor representando a avaliagdo da agdo direta da hidroxilamina e do dietildi-
tiocarbamato no crescimento e viabilidade de macréfagos murinos. Os resultados estdo representados pela
média do valor absoluto de macréfagos viaveis, numa escala variando de zero (azul) até 150000 de células
viaveis (verde). No eixo x é apresentado as diluicdes de Hidroxilamina (H) e no eixo y as dilui¢des de

DETC (D). Foram realizados seis experimentos independentes.
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Figura 4: Citologia da acéo citotdxica do dietilditiocarbamato na viabilidade de macroéfagos mu-
rinos. A-F) Microscopia 6tica com aumento de 400x, das laminas nas concentrag@es de 0 hidroxilamina e
0 DETC, 0 hidroxilamina e 2uM DETC, 0 hidroxilamina e 20uM DETC, 0 hidroxilamina e 200uM DETC,
0 hidroxilamina e 2mM DETC, 0 hidroxilamina e 20mM DETC respectivamente.
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Figura 5: Avaliacdo da a¢do direta da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na viabilidade
de macrdfagos murinos através do ensaio de luminescéncia. A) Mapa de calor representando a avalia¢do
da acdo direta da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato no crescimento e viabilidade de macréfagos mu-
rinos. Os resultados estdo representados pela média do valor absoluto de macréfagos viaveis, numa escala
variando de zero (azul) até 2000 de densidade 6ptica de células vidveis (verde). B) Curva de % de inibicdo

do DETC e da Hidroxilamina combinada (Sigmoidal, 4PL, X is log(concentration).
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Figura 6: Avaliacdo da acéo sinérgica da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na viabili-
dade de macréfagos murinos e Leishmania braziliensis. A) Log do indice de combinacédo (Log ClI) das
drogas DETC e Hidroxilamina versus Fragdo de inibi¢do (Fa). A equacéo do indice de combinacéo derivada
para dois medicamentos é: Cl=(D)1/(Dx)1+(D)2/(Dx)2. B) A pontuacéo de sinergia de Loewe para uma com-

binagdo de drogas na inibicdo da viabilidade dos macréfagos murinos é calculada em todas as células da
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combinacdo de doses. Os mapas de sinergia 2D e 3D destacam regifes de dose sinérgica e antagdnica nas

cores vermelho e verde, respectivamente, para o ensaio de viabilidade nos macréfagos murinos.
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2. PROPOSTA DE SUBMISSAO

2.1 Revista: Revista e Ciéncias Médicas e Biologicas

2.2 Regras para Submissao:

1 NORMAS EDITORIAIS

1.1 Os trabalhos cientificos submetidos a publicacdo devem ser inéditos, ndo sendo
permitida a sua apresentacdo simultanea em outro periodico, e versardo sobre temas das
areas médica, bioldgica e correlatas, enquadrados na seguinte classificagdo:

Editorial — cuja autoria deve ser decidida pelo editor cientifico, podendo ser redi-
gido por terceiros em atendimento a solicitagdo do Conselho Editorial.

Artigos originais — resultados novos e consolidados de pesquisa experimental ou
tedrica, apresentados de maneira abrangente e discutidos em suas aplicacdes, compreen-
dendo de 15 a 25 péaginas.

Artigos de divulgacao — resultados novos de pesquisa experimental ou tedrica em
forma de nota preévia, apresentando e discutindo experimentos, observacdes e resultados,
compreendendo de 15 a 25 paginas.

Artigos de revisao — textos que reinam os principais fatos e ideias em determinado
dominio de pesquisa, estabelecendo relacbes entre eles e evidenciando estrutura e concei-
tual propria do dominio, abrangendo de 8 a 12 paginas.

Casos clinicos — descricdo de casos clinicos com revisdo da literatura e discusséo,
apresentados em 8 a 15 péaginas.

Resenhas — Analises criticas de livros, monografias e periddicos recem-publicados,
contendo de uma a 4 paginas.

Conferéncias e relatos de experiéncias inovadoras — apresentacdo, contendo de 8
a 15 péginas, sobre temas especificos do periddico ou relacionados aos interesses cienti-
ficos do mesmo.

Carta ao editor — comunicacdo de acontecimentos e pesquisas cientificas de rele-
vancia.

1.2 Os trabalhos enviados para publicacdo devem ser inéditos, ndo sendo permitida
a sua apresentacdo simultanea em outro periddico. A Revista de Ciéncias Médicas e Bio-
l6gicas reserva-se todos os direitos autorais dos trabalhos publicados, inclusive de tradu-
cdo, permitindo, entretanto, a sua posterior reproducdo como transcricdo, com a devida
citacdo de fonte.

1.3 A Revista reserva-se ainda o direito de submeter todos os originais & apreciacao
da Comisséo de Publicacdo, do Conselho Editorial e da Comissio de Etica, que dispdem

de plena autoridade para decidir sobre a conveniéncia de sua aceitagdo, podendo,



23

inclusive, reapresenté-los aos autores, com sugestdes para que sejam feitas alteracdes ne-
cessarias no texto e/ou para que os adaptem as normas da Revista. Nesse caso, o trabalho
serd reavaliado pelos assessores e pelo Conselho Editorial. Os trabalhos ndo aceitos serdo
devolvidos aos autores. Os nomes dos relatores permanecerdo em sigilo, omitindo-se,
também, perante os relatores, os nomes dos autores.

1.4 Todos os trabalhos que envolvam estudos com seres humanos, incluindo-se 6r-
gdos e/ou tecidos isoladamente, bem como prontuarios clinicos ou resultados de exames
clinicos, deverdo estar de acordo com a Resolucdo n.° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude e seus complementos e ter sido aprovados por um Comité de Etica e Pesquisa a
serem consignados pela Comissdo de Etica da Revista. Nos relatos sobre experimentos
com animais, deve-se indicar se foram seguidas as recomendagdes de alguma instituicao
sobre o cuidado e a utilizagdo de animais de laboratorio.

1.5 Os textos dos trabalhos ficam sob inteira responsabilidade dos autores, néo refle-
tindo obrigatoriamente a opinido da Comissao de Publicacdo e do Conselho Editorial.

1.6 A Revista poderd introduzir alteragdes nos originais visando a manter a padroni-
zacdo e a qualidade da publicacao, respeitados o estilo e a opinido dos autores. As provas
tipogréaficas ndo serdo enviadas aos autores, mas estes receberdo um exemplar do nimero
da Revista em que o trabalho for publicado.

1.7 Fotos coloridas serdo custeadas pelos autores interessados na sua publicacéo.

1.8 A assinatura da declaracdo de responsabilidade é obrigatoria. Sugere-se o se-
guinte texto a ser incorporado aos anexos:

“Certifico(amos) que o artigo enviado a Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas é
um trabalho original, sendo que o seu conteudo nao foi ou ndo esta sendo considerado
para publicacdo em outra revista, seja no formato impresso ou eletronico”.

Data e assinatura

Os co-autores, quando for o caso, devem assinar juntamente com o autor principal a
supracitada declaracdo, que também se configurard como a concordancia com a publica-
cao do trabalho enviado, se este vier a ser aceito pela Revista.

1.9 Submissao de artigos online

Os artigos devem ser submetidos eletronicamente por meio do site da revista de Ci-
éncias Meédicas e bioldgicas disponivel em: http://www.portalseer.ufba.br/in-
dex.php/cmbio

Outras formas de submissdo nao serdo aceitas.

2 APRESENTACAO DOS TRABALHOS
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Os originais destinados a Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas deverdo ser
apresentados de acordo com as normas a seguir, baseadas, principalmente, na NBR
6022/2003 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT):

2.1 Os textos deverdo ser redigidos em portugués, inglés, francés e/ou espanhol e
digitados na fonte Times New Roman 12, com espaco de 1,5 cm, margem de 3 cm de
cada lado e com nimero méximo de 20 laudas.

2.2 As ilustracdes (gréficos, desenhos, quadros, etc.) deverdo ser limitadas ao minimo
indispensavel, construidas preferencialmente em programa apropriado, como Excell,
Harvard, Graphics, JPEG ou outro, inseridas no texto do arquivo submetido ou separada-
mente no formato digital. As figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos. A
indicacdo do tipo de ilustracdo (Figura, Quadro, etc.) deve estar localizada na parte infe-
rior da mesma, seguida da numeracgéo correspondente em algarismos arabicos (ex: Figura
1-,Quadro 5) e do respectivo titulo precedido de travesséo; a legenda explicativa deve ser
clara e concisa, na fonte Times New Roman 10. No caso de ilustracfes extraidas de outros
trabalhos, seré 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
apresentacao tabular do IBGE (1993).

2.4 Deverdo ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustracoes e
as tabelas seréo intercaladas.

2.5 As notas de rodapé serdo indicadas por asteriscos e restritas ao minimo indispen-
savel.

2.6 Recomenda-se anotar no texto: 0s nomes compostos e dos elementos, em vez de
suas férmulas ou simbolos; os periodos de tempo por extenso, em vez de em nimeros;
binbmios da nomenclatura zooldgica e botanica por extenso e em italico, em vez de abre-
viaturas; os simbolos matematicos e fisicos conforme as regras internacionalmente acei-
tas; e os simbolos métricos de acordo com a legislacdo brasileira vigente.

2.7 No preparo do texto original, devera ser observada, na medida do possivel, a
estruturaindicadaem2.7.1 a 2.7.3, na mesma ordem em que seus elementos apresentam-
se a sequir.

2.7.1 Elementos pré-textuais

a) Cabecalho, em que deve figurar:

* o titulo do artigo e o subtitulo (quando houver) concisos, contendo somente as in-

formacgOes necessarias para a sua identificagdo. Quando os artigos forem em portugués,
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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 portugués;

* o(s) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) apenas da sua titulagdo mais impor-
tante e a instituicdo na qual esta vinculado. Devera ser inserido em nota de rodapé o nome
do autor para correspondéncia, juntamente com o endereco profissional, telefone e email.

b) Resumo — apresentacdo concisa dos pontos relevantes do texto, salientando: in-
troducéo, objetivo, metodologia,resultados e conclusdo, de modo a permitir avaliar o in-
teresse do artigo, prescindindo-se de sua leitura na integra. Para a sua redacao e estilo,
deve-se observar o que consta na NBR — 6028 da ABNT e néo exceder as 250 palavras
recomendadas.

c) Palavras-chave — Palavras ou expressos que identificam o contetdo do texto. De-
verdo ser utilizados descritores da Area de Sadde a partir da consulta ao DeCs ou MeSH

2.7.2 Texto

a) Introducéo — Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua relacéo
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 dissertacfes ou teses devem sofrer modificacdes, de modo a se
apresentarem adequadamente como um texto em nova formatacdo e atendendo as demais
exigéncias da Revista em relacdo a ilustracdes, fotos, tabelas, etc.

b) Materiais e métodos — A descricdo dos métodos usados deve ser suficientemente
clara para possibilitar a perfeita compreensao e repeticdo do trabalho, ndo sendo extensa.
Técnicas ja publicadas, a menos que tenham sido modificadas, devem ser apenas citadas
(obrigatoriamente).

c) Resultados — Devem ser apresentados com o minimo possivel de discussdo ou
interpretacdo pessoal, acompanhados de tabelas e/ou material ilustrativo adequado,
quando necessario. Dados estatisticos devem ser submetidos a analises apropriadas.

d) Discusséo — Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados alcan-
cados, relacdo com o conhecimento ja existente, evitando-se hipdteses ndo fundamenta-
das nos resultados.

e) Conclus@es — Devem estar baseadas no proprio texto.

2.7.3 Elementos pds-textuais

a) Titulo do artigo (e subtitulo, se houver) em lingua estrangeira, precedendo o re-
sumo: para textos em portugués essa lingua sera o inglés; para aqueles em outros idiomas

(v.1.3), a lingua sera o portugués.
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b) Resumo em lingua estrangeira - inglés (Abstract) ou portugués (Resumo), con-
forme a alinea a.

c) Keywords ou Palavras-chave, conforme o caso. Obs.: Os autores estrangeiros
estdo dispensados da apresentacdo do Resumo em portugués, bem como do titulo do ar-
tigo e das palavras-chave neste idioma.

d) Referéncias — Devem ser elaboradas de acordo com a NBR 6023/2002 da ABNT.
As referéncias podem ser ordenadas alfabeticamente, caso seja utilizado o sistema au-
tor-data para as citagdes no texto, ou podem ser organizadas em ordem numeérica cres-
cente (algarismos arabicos), se for adotado o sistema numeérico de citacdo (v. NBR
10520/2002, da ABNT). As abreviaturas dos titulos dos periddicos citados devem estar
de acordo com a NBR 6032/1989 da ABNT e/ou com os indices especializados. A exati-
déo das referéncias é de responsabilidade dos autores. Serdo incluidas na lista final todas
as referéncias de textos que contribuiram efetivamente para a realizacdo do trabalho, as
quais, no entanto, ndo devem ultrapassar o nimero maximo de 20. Quanto aos trabalhos
citados no texto, todos serdo obrigatoriamente incluidos na lista de Referéncias. Informa-
cOes verbais, trabalhos em andamento ou nao publicados ndo devem ser incluidos na lista
de Referéncias; quando suas citacdes forem imprescindiveis, 0s elementos disponiveis
serdo mencionados no rodape da pagina em que ocorra a citagéo.

Obs.: Os autores estrangeiros estdo dispensados da aplicacdo das normas da ABNT,
mas deverdo indicar os elementos essenciais das referéncias, a saber:

* para artigos de periddicos: autor(es), titulo do artigo (e subtitulo, se houver), titulo
do periddico, cidade em que o periodico é publicado, humeracao correspondente ao vo-
lume e/ou ano, nimero do fasciculo, paginacéo inicial e final do artigo, data do fasciculo
(exs.: jan. 2001; jul./set. 2000; Summer 1998, etc.); quando o fasciculo citado for um
Suplemento, Edicdo especial, etc., isso também devera ser mencionado no final da refe-
réncia;

« para livros: autor(es), titulo (e subtitulo, se houver), edicdo (quando nao for a pri-
meira), cidade em que foi publicado, editora e ano de publicacéo;

» para trabalhos apresentados em eventos: autor(es) e titulo do trabalho, seguidos
da palavra In:; nome do evento e respectivo numero (se houver), ano e cidade onde foi
realizado; titulo do documento onde o trabalho foi publicado (Anais, Atas, etc.), cidade
de publicacéo, editora, ano de publicacdo; pagina inicial e final do trabalho citado.

e) Agradecimentos (quando houver).

f) Data de entrega dos originais a redacéo da Revista.

g) Declaracéo de responsabilidade (v. 1.8).
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ANEXOS
ANEXO A — Declaracdo de responsabilidade

Certificamos que o artigo enviado a Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas é um tra-
balho original, sendo que o seu contetdo nao foi ou ndo esta sendo considerado para

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

Salvador, 01 de novembro de 2019

Thaline Mabel Sousa Santos

Antonio Ricardo Khouri Cunha



