L& BAHIANA

ESCOLA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA
CAIO MARQUES LANDEIRO TORRES

AVALIACAO DO EFEITO IMUNOMODULADOR DE VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DO
CORDAO UMBILICAL HUMANO NA INFECCAO IN VITRO POR LEISHMANIA
BRAZILIENSIS

SALVADOR
2024



CAIO MARQUES LANDEIRO TORRES

AVALIACAO DO EFEITO IMUNOMODULADOR DE VESICULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DO
CORDAO UMBILICAL HUMANO NA INFECCAO IN VITRO POR LEISHMANIA
BRAZILIENSIS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica,
como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Bacharel em Biomedicina.

Orientadora: Prof: Dr.2 Camila Indiani de
Oliveira

SALVADOR
2024



CAIO MARQUES LANDEIRO TORRES

AVALIACAO DO EFEITO IMUNOMODULADOR DE VESiCULAS
EXTRACELULARES DERIVADAS DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DO
CORDAO UMBILICAL HUMANO NA INFECCAO POR L. BRAZILIENSIS IN
VITRO

Este Trabalho de Conclusio de Curso foi julgado adequado a obtengdo do grau de
Bacharel em Biomedicina e aprovada em sua forma final pelo Curso de Biomedicina da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Pblica.

Salvador, 1 de novembro de 2024.

BANCA EXAMINADORA

Prof*Dr.* Camila Indiani de Oliveira

Escola Bahiana de Medicina e Satude Publica

o Loy Bopsea

Prof. Dr. Liicio Macedo Barbosa

Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

/\Umm [(QOMLP &7(

Prof*Dr.? Luana Leandrt/ Gois
Universidade Federal da Bahia




AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de expressar minha profunda gratiddo a minha avé, Luzenita Marques
Landeiro, por sempre acreditar no meu potencial e por ser uma fonte constante de inspiracao,
forca e coragem. Sua fé em mim foi um pilar fundamental ao longo de toda a minha jornada, e

tenho plena certeza de que, sem 0 seu apoio, eu ndo teria conseguido alcangar este patamar.

Agradeco também ao meu avd, Paulo, cuja dedicacdo ao meu aprendizado desde a infancia me
proporcionou as bases necessarias para 0 meu crescimento. Sua orientacdo e sabedoria sempre
foram valiosas para mim. Por fim, quero agradecer & minha mae, Paula, por sua torcida
incansavel e por estar sempre ao meu lado, oferecendo amor e amparo. Cada um de vocés teve

um papel essencial na minha trajetoria, e sou eternamente grato por isso.

Agradeco a Professora Camila Indiani de Oliveira pela sua orientacéo excepcional ao longo da
minha iniciacdo cientifica e do meu trabalho de conclusdo de curso. Sua dedicacdo, paciéncia e
expertise foram fundamentais para 0 meu aprendizado e desenvolvimento. Sou profundamente
grato por todo o apoio e incentivo, que foram essenciais para a concluséo desta importante etapa

da minha jornada.

Agradeco aos meus colegas do laboratorio LPCT da Fiocruz-BA, cuja colaboracdo foi
fundamental para o andamento deste projeto. Em especial, ao Doutor Pedro Brito Borba, que
supervisionou o desenvolvimento do trabalho com grande dedicacdo e atencdo. N&o posso
deixar de mencionar minha dupla na iniciacdo cientifica, Maria Vitoria Mota. Juntos,

superamos desafios e aprendemos muito.

Por fim, gostaria de agradecer aos meus amigos, que foram fiéis companheiros ao longo de toda
a graduacdo. VVocés tornaram essa jornada muito mais leve e divertida, mesmo nos momentos
desafiadores. Um agradecimento especial a minha “Familia CGN”, Gabriel Alves e Nathalia
Lise Pinheiro. Nossos momentos de descontracdo e risadas ficardo eternamente guardados na
memoria. Tenho certeza de que teremos muitas histérias e piadas internas para compartilhar no

futuro.

Muito obrigado!



O cérebro é mais vasto que o céu
Pois se os pomos lado a lado —
Aquele o outro contém —

Facil — e a vocé também —

Emily Dickinson



RESUMO

Introducdo: As Leishmanioses sdo doengas tropicais negligenciadas causadas por protozoarios
do género Leishmania. Na Leishmaniose Cutanea Localizada, ocorre o surgimento de ferida
com bordas elevadas e fundo necrético. No Brasil, a doenca é causada principalmente pela
espécie L. braziliensis, que estimula no hospedeiro uma forte resposta do tipo TCD4" Th1 que,
quando desregulada, colabora com a progressdo da lesdo. Atualmente, o tratamento das
leishmanioses enfrenta desafios, devido a sua alta toxicidade. As VEs sdo nanoparticulas que
possuem papel fundamental na comunicacdo intercelular, transportando moléculas bioativas
para a célula alvo. Considerando que a resposta imunolédgica exagerada esta ligada a progressao
da doenca, propomos avaliar o efeito de Vesiculas Extracelulares (VES), derivadas de Células
Tronco Mesenquimais (MSCs), na infeccdo por Leishmania. Objetivos: Avaliar o efeito de
VEs derivadas de MSCs do corddo umbilical humano em macréfagos murinos infectados com
L. braziliensis e em células HaCat in vitro. Métodos: Para investigar o efeito destas VES nos
macrdfagos infectados com L. braziliensis, foram feitos experimentos in vitro de taxa de
infeccéo, a partir da porcentagem de células infectadas e do niUmero de amastigotas e a avaliagéo
do perfil das células por imunofenotipagem. Nas celulas HaCat, o efeito foi avaliado por meio
de ensaios de cicatrizacdo e migracdo. Resultados: A exposicdo de células infectadas por L.
braziliensis as VEs acarreta na diminuicdo da carga parasitaria e no aumento da expressdo de
moléculas de superficie caracteristicas do perfil M2. O estimulo de células HaCat com VEs
promoveu a cicatrizacdo no ensaio Scratch e a migracdo das células no sistema Transwell.
Conclusdo: O tratamento com as VEs derivadas de MSCs leva a diminuicdo na carga
parasitaria, modulacdo na producdo de mediadores imunes e estimula a cicatrizacdo. Estes
resultados demonstram que as VEs possuem potencial de aplicacdo no tratamento da LCL.

Palavras-chave: células tronco mesenquimais; vesiculas extracelulares; leishmaniose cutanea
localizada; L. braziliensis; tratamento.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um conjunto de doengas tropicais negligenciadas causadas por
protozoarios intracelulares da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania. As
Leishmanioses comp&em infec¢Ges que acometem principalmente populaces que vivem em
regides de baixo fator socioecondmico, como o norte da Africa, o Oriente Médio, a Asia e parte
da América do Sul, com a estimativa de 700 mil a 1 milhdo de novos casos todo o0 ano *. O
parasita € transmitido através da picada de fémeas do mosquito do género Lutzomyia, no Novo
Mundo e Phlebotomus, no Velho Mundo, no momento da hematofagia 2. Estas enfermidades
se dividem em Leishmaniose Visceral (LV), que acomete dérgdos internos e Leishmaniose
Tegumentar (LT), que acomete a pele e as mucosas.

A LT possui um espectro amplo de manifestac@es clinicas que varia de acordo com a
espécie da Leishmania e a resposta imunologica do hospedeiro. No Brasil, a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca de notificagdo compulsoria, endémica a areas
rurais e proximas a florestas. Fora da regido amazonica, a LTA é principalmente causada por
protozoarios da espécie Leishmania braziliensis *. A doenca causada por esta espécie se
manifesta de trés maneiras principais, sendo a mais prevalente a Leishmaniose Cutanea
Localizada (LCL), que causa o surgimento de ferida com aspecto de ulcera, com bordas
elevadas e fundo granuloso no local de inoculacéo; a Leishmaniose Mucocutanea (LM), que
provoca multiplas ulceracGes nas areas mucosas e a Leishmaniose Disseminada (LD), que
provoca feridas sem um padréo distinto, que acometem todo o corpo .

Ap0s a transmissao, o parasito infecta células do sistema monocitico-fagocitario, sendo
a principal delas o macréfago °. A espécie L. braziliensis estimula no hospedeiro uma forte
resposta do tipo TCD4" T-helperl (Thl), caracterizada pela presenca de citocinas como IFN-y
e TNF-a, que promovem a produgao de substancias microbicidas como espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (NO) no interior do macréfago, ocasionando na depuragdo do
parasito °. Apesar disso, a falta de regulacio neste tipo de resposta ocasiona uma inflamag&o
progressiva, corroborada pela secrecdo de IL-1B e forte atuagdo de linfocitos TCD8*
citotdxicos, que contribuem para a cronicidade da lesdo caracteristica da LCL ©.

O Glucantime® é um antimonial pentavalente e, atualmente, o farmaco de primeira
escolha para tratamento da LCL no Brasil, porém apesar da sua eficacia em combater o
protozoario, acarreta uma série de efeitos colaterais, como artromialgias, nauseas e

nefrotoxicidade " 8 Por ser uma doenga que surge a partir do desequilibrio da resposta
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imunoldgica, estudos revelam efeitos promissores de farmacos imunoreguladores, como o
Glyburide e o Tofacitinib no tratamento da LCL ° !°. Tendo em vista este cendrio, o presente
trabalho busca investigar o papel regulatério de moléculas provenientes de células tronco
mesenquimais, do inglés Mesenchymal Stem Cells, na resposta inflamatdria da LCL causada
por L. braziliensis.

As Células Tronco Mesenquimais (MSCs) sdo células tronco adultas multipotentes, que
podem ser isoladas principalmente da medula 6ssea, do tecido do corddao umbilical e do tecido
adiposo humano. Estas células apresentam baixa imunogenicidade devido a auséncia de
receptores MHC de classe 1l e baixa expressdo de receptores MHC de classe | e possuem a
capacidade de se diferenciar em multiplas linhagens celulares, como ostedcitos, adipocitos e
condrdcitos 12, As MSCs se tornaram um foco de estudo importante na medicina regenerativa
devido a sua capacidade de migrar para o sitio da inflamacéo através de estimulos quimiotaticos
e modular a resposta imunologica local, por meio da secrecédo de citocinas regulatorias como a
IL-10 e fatores de crescimento como TGF-B e HGF .

Em particular, MSCs derivadas do corddo umbilical humano (hUC-MSCs) apresentam
diferenciais positivos quanto ao seu uso na medicina regenerativa tais como: facilidade para
isolamento, disponibilidade do material por maior periodo e auséncia de riscos e restricdes
éticas no momento da coleta, comparado, por exemplo, com a aquisicdo de MSCs da medula
Ossea 1.

A atividade parécrina se da através do secretoma, um conjunto de elementos secretados
tanto de maneira passiva quanto ativa pelas células. O secretoma é composto principalmente
por proteinas sollveis, como citocinas e fatores de crescimento e por vesiculas extracelulares
(VEs) °. As VEs séo nanoparticulas de 30 a 1000 nm revestidas por membrana, contendo uma
variedade de macromoléculas e secretadas por quase todos os tipos de células, as VES
desempenham um papel importante na comunicacdo celular a partir da transferéncia de
proteinas, lipidios e material genético para a célula receptora e, também, na relacdo patégeno-
hospedeiro 6. Durante o processo de reparo tecidual, as VEs derivadas de MSCs possuem a
capacidade de acelerar a cicatrizacdo e modular a resposta imunolédgica local através da
comunicacdo com receptores das células residentes do tecido afetado, permitindo que seu
contetido seja liberado no interior celular 7.

Os estudos envolvendo a aplicagdo de VEs derivadas de MSCs em enfermidades
inflamatorias revelam que estas vesiculas possuem a capacidade de provocar a polarizagéo de

macrofagos do subtipo M1, que colaboram com o prolongamento do estado inflamatério, para
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0 subtipo M2, que promovem o reparo tecidual 8. Este efeito foi relatado em modelos
experimentais de Glcera diabética 1° % e de ferida cutanea de espessura total 2. Estas vesiculas
também sdo capazes de promover a migracdo e proliferacdo de células epiteliais, como
fibroblastos e queratindcitos, estimulando a reepitelizagdo em modelos experimentais distintos
de lesdo cutanea ?2. Tendo como base o potencial cicatrizante e imunomodulador destas
moléculas, este trabalho buscou avaliar o efeito das VEs derivadas de hUC-MSCs em um
modelo in vitro de infeccdo de macrofagos murinos por L. braziliensis. Paralelamente,
investigamos o0 potencial cicatrizante do tratamento em experimentos in vitro com

queratindcitos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Vesiculas extracelulares derivadas de células tronco mesenquimais do cordéo

umbilical humano

As VEs derivadas de células tronco mesenquimais do corddo umbilical humano (hUC-
MSCs) foram disponibilizadas pelo Centro de Biotecnologia e Terapia Celular (CBTC) do
Hospital Sdo Rafael (HSR), produzidas sob os padrdes atuais de boas préaticas de fabricacdo
(cGMP). VEs foram isoladas de hUC-MSCs do tecido do corddo umbilical de um doador Unico.
Toda a etapa de producdo e caracterizagdo das hUC-MSCs-VEs foi realizada pelos
colaboradores no CBTC-HSR, através da andlise de rastreamento de nanoparticulas,
microscopia eletrénica de transmisséo, citometria de nanofluxo e espectometria de massa. A
seguranca da aplicacéo foi garantida apos administracdo endovenosa das VESs em camundongos
naive. O protocolo completo de producéo e caracterizacdo das hUC-MSCs-VEs esta descrito
em COSTA-FERRO, et al. (2024).

2.2 Animais

Camundongos BALB/c, machos, 6-8 semanas de idade, foram obtidos do biotério do
Instituto Gongalo Moniz (IGM). Todos os animais foram mantidos em condicdes livres de
patogenos e foram utilizados para experimentacao de acordo com o protocolo aprovado pelo
Comité de Uso de Animais de Experimentacdo (CEUA-IGM/FIOCRUZ, 013/2022).

2.3 Cultura de fibroblastos L929

Fibroblastos L929 foram cultivados em garrafas de 50 e 250 ml contendo meio RPMI
(Gibco) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado (FBS — Gibco), 100 U/ml
penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina (RPMI completo). As garrafas foram mantidas a 37
°C em 5% de CO- durante 12 dias para a obtencdo do sobrenadante como fonte do fator de
crescimento especifico para a diferenciacdo de macrofagos (GM-CSF). Apos esse periodo, 0

sobrenadante foi coletado, filtrado e congelado em freezer.
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2.4  Obtencdo e cultura de macro6fagos derivados da medula éssea (BMDMs)

Apos a eutandsia dos animais e retirada da medula 6ssea femoral, as células totais foram
coletadas e cultivadas em placas de Petri com meio preparado com 70% de meio RPMI
completo e 30% do sobrenadante da cultura de células L929, fonte de GM-CSF, e mantidas a
37 °C em 5% de CO». Apds quatro dias, foram acrescentados mais 10 ml do meio (70% RPMI
completo e 30% sobrenadante de células L929). As células, ja diferenciadas em macréfagos,
foram lavadas e removidas com PBS 1X gelado apds 7 dias de cultivo, para 0 uso na

experimentacao.

2.5  Cultura de parasitos

Os protozoarios da espécie Leishmania braziliensis (Lb) Wild type (cepa
MHOM/BR/01BA788) (DE MOURA et al., 2005) foram cultivados em garrafas de 50 ml
utilizando o meio de cultura Schneider (Sigma) suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino
inativado (FBS), 100 U/ml penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina (Schneider completo). As

garrafas foram mantidas a 26 °C.

2.6  Carga parasitaria

Macrofagos murinos (BMDMs) foram semeados na concentracdo de 2x10° células em
250 pl de meio RPMI completo, em placas de 24 pocos de fundo chato contendo laminulas. Os
parasitos foram acrescentados na concentracdo de 2x10° células em 250 pl de meio RPMI
completo. As placas foram mantidas a 37 °C em 5% de CO2. Ap0s 24 horas de infeccdo, foram
adicionadas 50 pug/ml de hUCMSC-VEs. Os pocos controle permaneceram sem tratamento.
Apos 72 horas de infec¢do, as laminulas foram coletadas e coradas com hematoxilina-eosina.
A carga a parasitaria foi determinada a partir da contagem de amastigotas encontradas em um

total de 200 células, em 40 campos aleatdrios no microscopio optico.

2.7 Ensaio de imunofluorescéncia
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Macréfagos murinos (BMDMs) foram semeados na concentragdo de 3x10° células em
250 pl de meio RPMI completo, em placas de 24 pocos de fundo chato contendo laminulas. Os
parasitos foram acrescentados na concentragdo de 3x10° células em 250 pl de meio RPMI
completo. As placas foram mantidas a 37 °C em 5% de CO, Apds 24 horas de infec¢do, foram
adicionadas 50 pg/ml de hUCMSC-VEs. Os pocos controle permaneceram sem tratamento.
Apbs 72 horas da infeccdo, as laminulas foram coletadas e as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% (PFA) e lavadas com PBS 1X. Em seguida, foram incubadas com uma
solucéo de NH4Cl, (15 mM) por 10 minutos, novamente lavadas com PBS 1X e incubadas com
uma solugdo pré-bloqueio (2% de Albumina Sérica Bovina [BSA] em glicina 1%) por 20
minutos. As células foram, entdo, permeabilizadas com saponina por 10 minutos. Apos a
permeabilizacdo da membrana celular, foi realizado o bloqueio de ligagdes inespecificas com
PBS 1% BSA por 15 minutos. Apos esse periodo, as células foram incubadas com os anticorpos
primarios, diluidos em PBS 1% BSA, por 1 hora a temperatura ambiente. A marcagéo foi feita
com anticorpos primarios, tanto para moléculas de superficie (anti-CD86; anti-CD206) como
para citocinas (anti-TNF; anti-1L-10) (Invitrogen) de acordo com seus respectivos grupos. Por
fim, as células foram lavadas cinco vezes com PBS 1X e montadas utilizando o kit ProLong
Gold DAPI (Invitrogen) para a contagem. As imagens foram adquiridas em um microscopio
confocal espectral, modelo TCS SP8 da Leica, e as quantificacdes digitais de fluorescéncia
foram realizadas com o software Fiji, analisando a fluorescéncia de aproximadamente 30

células por grupo.
2.8  Cultura de células HaCat

Células HaCat (queratindcitos humanos) foram cultivadas em garrafas de 50 e 250 ml
contendo meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino inativado (FBS),
100 U/ml penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina (DMEM completo). As garrafas foram
mantidas a 37 °C em 5% de CO: até a confluéncia.

2.9  Ensaio de cicatrizagdo Scratch

Para 0 ensaio de cicatrizacdo (Scratch), as células HaCat foram semeadas na microplaca

de 96 pogos na concentragdo de 10° em 200 pl de meio DMEM completo e mantidas a 37 °C
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em 5% de CO., por 96 horas. Ap0s a cobertura dos pogos de cultura com as células, o scratch
foi feito na monocamada com ponteiras de 10 pl. Nos pogos designados, foram adicionados 50
pg/ml de hUCMSC-VEs. Os poc¢os controle permaneceram sem tratamento. A area do rasgo
(Scratch) foi calculada no tempo 0 (antes do tratamento) e apds 24h de adi¢do das VEs, por

meio do software ImagelJ.

2.10 Ensaio de migracédo Transwell

Para o ensaio de migracdo foram utilizadas células HaCat, 24h antes do experimento as
células foram cultivadas em “starvation” em meio DMEM sem suplementagdo com FBS,
contendo 100 U/ml penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina (DMEM®). As células foram
semeadas em um sistema de migragdo Transwell® na concentracio de 2x10°em 100 ul de meio
DMEM sem FBS (DMEM@®). A Transwell® foi sobreposta nos pocos da placa de 24 pogos
contendo 700 ul de meio DMEM, suplementado com 10% de FBS inativado, 100 U/ml
penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina (DMEM completo) a placa foi mantida a 37 °C em
5% de COz. O tratamento foi realizado com 50 pg/ml de hUCMSC-VEs nos pocos designados.
Os pocos controle permaneceram sem tratamento. A avaliacdo da migracdo das células HaCat
foi realizada nos tempos de Oh, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h. Apds o tempo estabelecido para cada
grupo, as células restantes na camara superior foram removidas suavemente com um cotonete.
As células que migraram através da membrana para a camara inferior foram fixadas em
paraformaldeido a 4% (PFA) e preparadas com o kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen), para a
coloracdo do ndcleo celular. A contagem foi feita no microscépio de fluorescéncia Olympus
BX51.

2.11 Anadlise estatistica

Os dados foram apresentados considerando os valores de média * desvio padrédo. O teste
Mann Whitney foi utilizado para comparacdo de dois grupos independentes e Kruskal-Wallis
para comparacao de trés ou mais grupos independentes. Todas as analises foram feitas com o

auxilio do software GraphPad (Prism) versdo 10.0, considerando um p < 0,05 significante.
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3 RESULTADOS

3.1 O tratamento com hUC-MSC-VEs reduz a carga parasitaria de macrofagos
derivados da medula dssea de camundongos BALB/c (BMDMs) infectados com L.

braziliensis, in vitro.

Para avaliar o efeito das hUC-MSC-VEs sobre a carga parasitaria, os macréfagos foram
infectados com L. braziliensis por 24h e, em seguida, foram tratados ou ndo com 50 pg/ml das
VEs. A carga parasitéria foi quantificada conforme o nimero de macrdfagos infectados por
campo e 0 nimero de amastigotas presentes no interior das células.

Na Figura 1A, estdo representados os resultados da porcentagem de macrofagos
infectados e na Figura 1B, estdo representados 0s numeros de amastigotas intracelulares. Os
resultados mostram que o tratamento com VEs reduziu de maneira significativa a porcentagem
de macrofagos infectados e 0 nimero de amastigotas no grupo tratado quando comparados ao

grupo controle.

*
7]
* ©
60 S 600
0 3 o
o ) o
=] o
@ o
g 0 % 400
y— 4 = —
< g @
[72] . [@)]
o ﬁ
2 2
S 20- £ 2004
£ ® S
8 S
0 [ [ ~§ 0 I I
Controle Tratado z Controle Tratado

Figura 1 —-Taxa de infeccdo de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) infectados com L.
braziliensis e tratados com VEs. BMDMs foram infectados com L. braziliensis na propor¢éo de 10 parasitos para
1 célula. O tratamento foi realizado com 50 pg/ml das VESs ap6s 24 horas da infec¢do. As laminulas foram coletadas
e a porcentagem de macroéfagos infectados (A) e o nimero de amastigotas intracelulares (B) foram determinados
por microscopia optica, ap6s a contagem de 200 células em 20 campos aleatorios. Os resultados sdo expressos
como médias + SEM e realizados em quintuplicata. Teste de Mann Whitney *p<0.05.
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3.2 O tratamento com hUC-MSC-VEs estimula a polarizacdo do perfil de macréfagos
derivados da medula dssea de camundongos BALB/c (BMDMs) infectados com L.

braziliensis, in vitro.

A mudanca do perfil dos macréfagos, do subtipo M1, pro-inflamatério, para o subtipo
M2, anti-inflamatdrio é um evento necessario para o inicio da cicatrizagio 2°. Para avaliar a
polarizacdo dos macr6fagos (M®) resultante do estimulo por hUC-MSC-VEs, separamos 0
experimento em quatro condigdes de cultivo: M® sozinho, M® estimulado com 50 pg/ml das
VESs, M® infectado com L. braziliensis e M® infectado com L. braziliensis e tratado com 50
pg/ml das VEs.

A andlise da intensidade da fluorescéncia mostrou que o tratamento com VEs estimula
a polarizacdo de macrofagos infectados para o perfil M2, devido ao aumento significativo na
expressdo do marcador de superficie CD206 (Figura 2B), especifico para este subtipo, e da
secrecdo da citocina IL-10 (Figura 2A), também caracteristica de macréfagos M2, no grupo
M® + Lb + VEs quando comparado aos demais grupos.

Os nossos resultados também demonstraram que o estimulo com as VEs diminui a
secrecdo de TNF (Figura 2C) quando comparamos os grupos M® ¢ M® + VEs. Porém, no
grupo M® + Lb + VEs esta expressdo aumenta significativamente comparada ao grupo
estimulado M® + VEs. As VEs também promovem um aumento na expressao do marcador de
superficie CD86 (Figura 2D), caracteristico de macréfagos do perfil M1, quando comparamos

0 grupo infectado e tratado com os demais.
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Figura 2 — Intensidade de fluorescéncia de macro6fagos derivados da medula éssea (BMDMs) infectados com
L. braziliensis e tratados com VEs. BMDMs foram infectados com L. braziliensis na proporcéo de 10 parasitos
para 1 célula. O tratamento foi realizado com 50 pg/ml das VESs ap6s 24 horas da infeccdo. As laminulas foram
coletadas e as células foram marcadas com anticorpos contra moléculas expressas na superficie das células, 1L-10
(A), CD206 (B), TNF (C) e CD86 (D). Para a contagem, as células foram marcadas com DAPI e a intensidade da
fluorescéncia foi avaliada no microscépio confocal espectral, em cerca de 30 células por grupo. Os resultados sdo
expressos como médias + SEM. Teste de Kruskal-Wallis *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001.
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3.3 O estimulo com hUC-MSC-VEs promove a cicatriza¢do no ensaio Scratch com células
HaCat (queratindcitos humanos), in vitro.

A capacidade cicatrizante das hUC-MSC-VEs foi avaliada através do ensaio Scratch,
celulas HaCat foram plaqueadas e cultivadas e o rasgo (Scratch) foi feito para avaliar a
migracdo celular em resposta a presenca das VEs. O estimulo foi realizado com 50 pg/ml das
vesiculas e a area do rasgo foi calculada a partir de imagens retiradas no momento do Scratch
(Figura 3A), tempo zero, e apds 24 horas (Figura 3B). Observamos que, ap6s 24 horas, 0
tratamento com as VEs reduziu significativamente o tamanho do Scratch (Figura 3B),
indicando migracdo celular. As imagens retiradas no microscopio invertido no momento 0 e

apos 24 horas demonstram estes achados (Figura 3C).
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Figura 3 — Cicatrizacao do rasgo (Scratch) em monocamada de células HaCat ap6s o estimulo com VESs. As
células foram cultivadas em placa e o rasgo (Scratch) foi submetido ao estimulo com hUCMSCs-VEs, na
concentracdo de 50 pg/ml, por 24h. A éarea do corte foi determinada no tempo 0 (A), antes do tratamento, e 24h
apos o tratamento (B). As imagens representativas (C) foram retiradas no microscopio invertido. Os resultados sdo
representativos de dois experimentos, realizados em triplicata e em quadruplicata, respectivamente. Os resultados
s80 expressos como medias £ SEM. Teste de Mann Whitney ***p<0.001.
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3.4 O estimulo com hUC-MSC-VEs promove o0 aumento na migragdo de células HaCat

(queratindcitos humanos) no ensaio Transwell, in vitro.

A migracdo de queratindcitos (células HaCat) foi avaliada através do ensaio Transwell.
As células foram semeadas em um sistema de migragdo Transwell® em meio DMEM sem SBF
e foram estimuladas com hUC-MSC-VEs. O nimero de células que migraram através do inserto
da Transwell® foi calculado apds a contagem das células presentes na cdmara inferior. A
contagem das celulas revelou que o estimulo das HaCat com as VEs aumentou
significativamente o niumero de células que migraram, este efeito se iniciou no grupo avaliado

apos 12 horas do estimulo e permaneceu nos tempos de 24, 48 e 72 horas (Figura 4).
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Figura 4 — Migracéo de células HaCat no sistema Transwell ao longo do tempo ap6s o estimulo com VEs.
As células foram semeadas na cAmara superior do sistema Transwell, a migracdo foi avaliada através da contagem
das células presentes na cdmara inferior em cada tempo estabelecido, apds marcagdo com DAPI, no microscopio
de fluorescéncia Olympus BX51. Os resultados sdo expressos como médias + SEM. Teste de Mann Whitney
***n<0.001 ****p<0.0001.
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4 DISCUSSAO

As vesiculas extracelulares (VES) sdo moléculas secretadas tanto por eucariontes como
por alguns procariontes, cujo papel é de transportar biomoléculas ativas entre as células 2. O
estudo das VEs como forma de tratamento tem ganhado forca no campo de doencas parasitarias
causadas por protozodrios, principalmente por conta da auséncia de vacinas disponiveis para
combater estes microrganismos 2’. No contexto da Leishmaniose, as VEs secretadas pelo
parasito auxiliam no estabelecimento da doenca, modulando a secrecdo de citocinas apos a
infeccdo com L. amazonensis 28, estimulando a imunossupressdo na LV causada por L. infantum
29 e auxiliando o transporte de genes que conferem resisténcia ao tratamento 3. Estes trabalhos
demonstram que as VEs atuam como moléculas chave para entender 0s mecanismos
intercelulares responsaveis pela interacdo do patdgeno com o hospedeiro.

Sabemos que, atualmente, o farmaco de escolha para o tratamento da LCL no Brasil
enfrenta alguns desafios, como os efeitos colaterais diversos devido a sua alta toxicidade "8
Logo, a busca por novas formas de tratamento se tornou indispensavel e, neste contexto,
exploramos uma alternativa terapéutica a doenca atraves da aplicacdo de VEs derivadas de
MSCs do corddo umbilical humano, em um modelo experimental de infeccdo por Leishmania
braziliensis. As MSCs possuem propriedades imunomoduladoras, através da secrecdo de
citocinas e quimiocinas que regulam a resposta inflamatoria, estes biomateriais podem ser
transferidos para outras células pelas vesiculas extracelulares 3. A inflamag&o é um processo
necessario para o inicio da cicatrizagdo, porém, o prolongamento deste estado leva a
persisténcia das lesdes, que € o caso da LCL 33, Portanto, resolvemos investigar o estimulo das
hUC-MSC-VEs em uma linhagem de queratindcitos (HaCat) a fim de avaliar o efeito
cicatrizante das VEs.

Em nossos resultados, encontramos que o tratamento com hUC-MSC-VEs reduz a carga
parasitaria de macréfagos murinos infectados com L. braziliensis, ao mesmo tempo que
promove a modulacdo destas células para um perfil reparador, provocando a polariza¢do do
subtipo M1 para o M2. Curiosamente, observamos que o tratamento aumentou a expressao de
TNF e CD86 quando comparado ao grupo apenas estimulado, sem infeccdo. Estes achados nos
levam a pensar que as VEs tendem a induzir uma resposta reparadora a0 mesmo tempo que
atuam no controle do parasito.

O contetdo das VEs aplicadas neste trabalho foi avaliado por COSTA-FERRO et al.,

(2024). Os autores destacam que, no conteudo das VESs, estdo genes envolvidos em processos
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como da cicatrizagdo, angiogénese, manutencdo intracelular e regulacdo da resposta imune,
entre diversos outros. Os autores avaliaram os efeitos das VEs em um modelo experimental de
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS, no qual o tratamento com as VEs reduziu
significativamente os niveis de mediadores inflamat6rios como IL-1p e IL-6 e 0 dano alveolar.
Atualmente, ndo existem trabalhos publicados que investigaram a acdo de VEs
derivadas de MSCs em modelos experimentais de leishmaniose, porém, existem dados da
aplicacédo direta das células. O estudo conduzido por RAMOS et al. (2020) avaliou o potencial
terapéutico de MSCs derivadas do tecido adiposo e da medula éssea em modelos in vitro de co-
cultura com macréfagos infectados ou ndo com L. amazonensis. Dentre os achados, estavam
que os macrofagos infectados em co-cultura com MSCs derivadas da medula Ossea
apresentaram um aumento na carga parasitaria. Por outro lado, estes autores observaram que na
co-cultura de macrofagos infectados com MSCs de ambas as origens houve um aumento
simultaneo na secrecdo de TNF e IL-10, o que nds também observamos. Por se tratarem de
fontes diferentes de MSCs, tecido adiposo, medula éssea e corddao umbilical humano,
especulamos que isso pode explicar as diferencas encontradas em relacdo a carga parasitaria.
Em nossos achados, demonstramos que as VES sdo capazes de promover a cicatrizacao
e a migracdo em experimentos in vitro com as células HaCat. Assim, podemos sugerir que
MSCs de diferentes origens possuem efeitos distintos quando inseridas no tratamento de
enfermidades 3* % e parece ser o caso de suas aplicacdes na leishmaniose. Mesmo com o
potencial apresentado pelas VEs avaliadas neste trabalho, novos estudos precisam ser
conduzidos a fim de avaliar de maneira minuciosa a interacdo das vesiculas com o parasito e
no estimulo a producéo de citocinas em modelos de infeccdo, bem como avaliar a producéo de

ROS e NO na presenca destas moléculas, a fim de melhor entender as suas propriedades.
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5 CONCLUSAO

Este estudo investigou o efeito in vitro de VEs derivadas de MSCs do cordao umbilical
humano em macrdéfagos murinos infectados com L. braziliensis e em queratindcitos humanos
(células HaCat), visando avaliar seu potencial terapéutico na Leishmaniose Cutanea
Localizada. Os resultados mostraram que o tratamento com essas vesiculas reduziu a carga
parasitaria nos macrdfagos, promoveu a polarizacdo para o subtipo M2 e estimulou a migracdo
celular, sugerindo uma atividade antiparasitaria e cicatrizante promissora para futuras

aplicacdes terapéuticas na LCL.
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ANEXO — CERTIFICADO DE APROVACAO (CEUA)

Ministério da Saude
FIOCRUZ ..
O Cruz Gy e moe

Instituto Gongalo Moniz athadis

Comissio de Etica no Uso de Animais — IGM / FIOCRUZ

CERTIFICADO DE APROVAGAO
PROTOCOLO: 013-2022

PROJETO: “Avaliacdo da toxicidade, migracdo e os efeitos anti-inflamatorios de
vesiculas extracelulares derivadas células mesenquimais do corddao umbilical
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48 (24F+24M)
Total 144 (MIF)

Certificamos que na presente versdo este projeto estd de acordo com os principios de ética na
pesquisa com animais adotado pela Lei 11.784/2008, foi aprovado e licenciado pela COMISSAO DE
ETICANO USO DE ANIMAIS (CEUA-IGM) em 15/12/2022 e tem validade até 15/12/2024.

The present version of the above referenced project agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN
ANIMAL RESEARCH adopted by the Brazilian law 11.784/2008 and was approved and licensed by the
ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH of the IGM-FIOCRUZ at 12/15/2022, being valid
until 12/15/2024.

SOLICITAMOS O ENVIO DOS RELATORIOS PARCIAL E FINAL NOS PRAZOS ESTABELECIDOS
ABAIXO:
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Relatorio Parcial: 15/12/2023.

Relatério Final: 15/12/2024.
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PROPOSTA DE SUBMISSAO

1. Revista

Cadernos de Saude Publica

2. Forma e preparacdo do manuscrito

Cadernos de Saude Publica/Reports in Public Health (CSP) publica artigos originais
com elevado mérito cientifico que contribuem com o estudo da saide publica em geral e
disciplinas afins. Desde janeiro de 2016, a revista adota apenas a versdo on-line, em sistema de
publicacdo continuada de artigos em periodicos indexados na base SCiELO. Recomendamos

aos autores a leitura atenta das instrugdes antes de submeterem seus artigos a CSP.

1. CSP aceita trabalhos para as seguintes se¢oes:

1.1. Perspectivas: analises de temas conjunturais, de interesse imediato, de importancia
para a Saude Coletiva (maximo de 2.200 palavras);

1.2. Debate: analise de temas relevantes do campo da Saude Coletiva, que €
acompanhado por comentarios criticos assinados por autores a convite das Editoras, seguida de
resposta do autor do artigo principal (méximo de 6.000 palavras e 5 ilustracdes);

1.3. Espaco Tematico: secdo destinada a publicacdo de 3 a 4 artigos versando sobre tema
comum, relevante para a Saude Coletiva. Os interessados em submeter trabalhos para essa
Secdo devem consultar as Editoras;

1.4. Revisdo: revisdo critica da literatura sobre temas pertinentes a Saude Coletiva,
méaximo de 8.000 palavras e 5 ilustraces. Toda revisdo sistematica devera ter seu protocolo
publicado ou registrado em uma base de registro de revisdes sistematicas como por exemplo o
PROSPERO; as revisoes sistematicas deverdo ser submetidas em inglés (Editorial 37(4));

1.5. Ensaio: texto original que desenvolve um argumento sobre tematica bem
delimitada, podendo ter até 8.000 palavras;

1.6. Questdes Metodologicas: artigos cujo foco € a discussdo, comparacao ou avaliagdo

de aspectos metodol6gicos importantes para o campo, seja na area de desenho de estudos,
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analise de dados ou métodos qualitativos (maximo de 6.000 palavras e 5 ilustracdes); artigos
sobre instrumentos de afericdo epidemiolégicos devem ser submetidos para esta Secdo,
obedecendo preferencialmente as regras de Comunicacdo Breve (maximo de 2.200 palavras e
3 ilustragdes);

1.7. Artigo: resultado de pesquisa de natureza empirica (maximo de 6.000 palavras e 5
ilustracdes). Dentro dos diversos tipos de estudos empiricos, apresentamos dois
exemplos: artigo de pesquisa etiolégica na epidemiologia (Editorial 37(5)) e artigo
utilizando metodologia qualitativa;

1.8. Comunicacdo Breve: relatando resultados preliminares de pesquisa, ou ainda
resultados de estudos originais que possam ser apresentados de forma sucinta (maximo de 2.200
palavras e 3 ilustracGes);

1.9. Cartas: comentéario a artigo publicado em fasciculo anterior de CSP (maximo de
1.400 palavras);

1.10. Resenhas: Andlise critica de livro relacionado ao campo tematico de CSP,
publicado nos dltimos dois anos (maximo de 1.400 palavras). As resenhas devem conter titulo
e referéncias bibliogréaficas. A resenha contempla uma anélise da obra no conjunto de um campo
em que a mesma esta situada, ndo se restringe a uma apresentacdo de seu contetdo, quando
obra Unica, ou de seus capitulos, quando uma obra organizada. O esfor¢o é contribuir com a
analise de limites e contribuicdes, por isto podem ser necessarios acionamentos a autores e
cenarios politicos para produzir a analise, a critica e a apresentacdo da obra. O foco em seus
principais conceitos, categorias e analises pode ser um caminho desejavel para a contribuicado
da resenha como uma analise critica, leia o Editorial 37(10).

Obs: A politica editorial de CSP é apresentada por meio dos editoriais. Recomendamos
fortemente a leitura dos seguintes textos: Editorial 29(11), Editorial 32(1) e Editorial 32(3).

2. Normas para envio de artigos

2.1. CSP publica somente artigos inéditos e originais, e que ndo estejam em avalia¢do
em nenhum outro periddico simultaneamente. Os autores devem declarar essas condi¢des no
processo de submissdo. Caso seja identificada a publicagdo ou submissdo simultdnea em outro
periddico o artigo sera desconsiderado. A submissao simultanea de um artigo cientifico a mais
de um periddico constitui grave falta de ética do autor.

2.2. Néo ha taxas para submissdo e avaliagdo de artigos.
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2.3. Serdo aceitas contribui¢cdes em Portugués, Inglés ou Espanhol.

2.4. Notas de rodapé, de fim de pagina e anexos ndo serdo aceitos.

2.5. A contagem de palavras inclui somente o corpo do texto e as referéncias
bibliograficas, conforme item 2.12 (Passo a Passo).

2.6. Todos os autores dos artigos aceitos para publicacdo serdo automaticamente
inseridos no banco de consultores de CSP, se comprometendo, portanto, a ficar a disposicao
para avaliarem artigos submetidos nos temas referentes ao artigo publicado.

2.7. Serdo aceitos artigos depositados em servidor de preprint, previamente a submissao
a CSP ou durante o processo de avaliagdo por pares. E necessario que o autor informe o nome
do servidor e o DOI atribuido ao artigo por meio de formulario especifico
(contatar cadernos@fiocruz.br). NAO recomendamos a publicacdo em servidor de preprint de
artigo ja aprovado.

3. Publicacéo de ensaios clinicos

3.1. Artigos que apresentem resultados parciais ou integrais de ensaios clinicos devem
obrigatoriamente ser acompanhados do namero e entidade de registro do ensaio clinico.

3.2. Essa exigéncia esta de acordo com a recomendacéo do Centro Latino-Americano e
do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Saude (BIREME)/Organizacdo Pan-Americana da
Salde (OPAS)/Organizacdo Mundial da Satide (OMS) sobre o Registro de Ensaios Clinicos a
serem publicados a partir de orientacbes da OMS, do International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) e do Workshop ICTPR.

3.3. As entidades que registram ensaios clinicos segundo os critérios do ICMJE séo:

Australian New Zealand Clinical Trials Registry (ANZCTR)
ClinicalTrials.gov

International Standard Randomised Controlled Trial Number (ISRCTN)
Netherlands Trial Register (NTR)

UMIN Clinical Trials Registry (UMIN-CTR)

WHO International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP)

4. Fontes de financiamento
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4.1. Os autores devem declarar todas as fontes de financiamento ou suporte, institucional
ou privado, para a realizagdo do estudo.

4.2. Fornecedores de materiais ou equipamentos, gratuitos ou com descontos, também
devem ser descritos como fontes de financiamento, incluindo a origem (cidade, estado e pais).

4.3. No caso de estudos realizados sem recursos financeiros institucionais e/ou privados,

0s autores devem declarar que a pesquisa nao recebeu financiamento para a sua realizagao.

5. Conflito de interesses

5.1. Os autores devem informar qualquer potencial conflito de interesse, incluindo
interesses politicos e/ou financeiros associados a patentes ou propriedade, provisdo de materiais

e/ou insumos e equipamentos utilizados no estudo pelos fabricantes.

6. Colaboradores

6.1. Devem ser especificadas quais foram as contribuicdes individuais de cada autor na
elaboracao do artigo.

6.2. Lembramos que os critérios de autoria devem basear-se nas delibera¢fes do ICMJE,
que determina o seguinte: o reconhecimento da autoria deve estar baseado em contribuicdo
substancial relacionada aos seguintes aspectos: 1. Concepcdo e projeto ou andlise e
interpretacdo dos dados; 2. Redacdo do artigo ou revisdo critica relevante do contetdo
intelectual; 3. Aprovacdo final da versdo a ser publicada. 4. Ser responsavel por todos 0s
aspectos do trabalho na garantia da exatiddo e integridade de qualquer parte da obra. Essas
quatro condi¢cdes devem ser integralmente atendidas.

6.3. Todos os autores deverao informar o nimero de registro do ORCID no cadastro de
autoria do artigo. N&o serdo aceitos autores sem registro.

6.4. Os autores mantém o direito autoral da obra, concedendo a publicacdo CSP o direito
de primeira publicacdo, conforme a Licenca Creative Commons do tipo atribuicdo BY (CC-
BY).

6.5. Recomendamos a leitura do Editorial 34(11) que aborda as normas e politicas

quanto a autoria de artigos cientificos em CSP.

7. Agradecimentos
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7.1. Possiveis mencGes em agradecimentos incluem instituicfes que de alguma forma
possibilitaram a realizagdo da pesquisa e/ou pessoas que colaboraram com o estudo, mas que

nao preencheram os critérios de coautoria.

8. Referéncias

8.1. As referéncias devem ser numeradas de forma consecutiva de acordo com a ordem
em que forem sendo citadas no texto. Devem ser identificadas por numeros arabicos
sobrescritos (p. ex.: Silva !). As referéncias citadas somente em tabelas e figuras devem ser
numeradas a partir do nimero da ultima referéncia citada no texto. As referéncias citadas
deverdo ser listadas ao final do artigo, em ordem numérica, seguindo as normas gerais
dos Requisitos Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periddicos Biomédicos. N&o serdo
aceitas as referéncias em nota de rodapé ou fim de pagina

8.2. Todas as referéncias devem ser apresentadas de modo correto e completo. A
veracidade das informacdes contidas na lista de referéncias é de responsabilidade do(s)
autor(es).

8.3. No caso de usar algum software de gerenciamento de referéncias bibliograficas (p.

ex.. EndNote), o(s) autor(es) devera(ao) converter as referéncias para texto.

9. Nomenclatura

9.1. Devem ser observadas as regras de nomenclatura zooldgica e botanica, assim como

abreviaturas e convencdes adotadas em disciplinas especializadas.

10. Etica em pesquisas envolvendo seres humanos

10.1. A publicacdo de artigos que trazem resultados de pesquisas envolvendo seres
humanos esta condicionada ao cumprimento dos principios éticos contidos na Declaracdo de
Helsinki (1964, reformulada em 1975, 1983, 1989, 1996, 2000 e 2008), da Associa¢do Médica
Mundial.

10.2. Alem disso, deve ser observado o atendimento a legislac@es especificas (quando

houver) do pais no qual a pesquisa foi realizada, informando protocolo de aprovacdo em Comité
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de Etica quando pertinente. Essa informagdo devera constituir o Gltimo paragrafo da secéo
Métodos do artigo.

10.3. Artigos que apresentem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos
deverdo conter uma clara afirmacdo deste cumprimento (tal afirmacdo devera constituir o
ultimo paragrafo da secdo Métodos do artigo).

10.4. CSP é filiado ao COPE (Committee on Publication Ethics) e adota os preceitos de
integridade em pesquisa recomendados por esta organizagdao. Informagdes adicionais sobre
integridade em pesquisa leia Editorial 34(1) e Editorial 38(1).

10.5. O Conselho Editorial de CSP se reserva o direito de solicitar informacgdes

adicionais sobre os procedimentos €eticos executados na pesquisa.

3. Submissao

1. Processo de submissao online

1.1. Os artigos devem ser submetidos eletronicamente por meio do Sistema de
Avaliacdo e Gerenciamento de Artigos (SAGAS).

1.2. Outras formas de submissdo ndo serdo aceitas. As instrucdes completas para a
submissdo sdo apresentadas a seguir. No caso de ddvidas, entre em contado com o suporte
sistema SAGAS pelo e-mail: cadernos@fiocruz.br.

1.3. Inicialmente o autor deve entrar no sistema SAGAS. Em seguida, inserir o nome do
usuario e senha para ir a area restrita de gerenciamento de artigos. Novos usuarios do sistema
SAGAS devem realizar o cadastro em “Cadastre-se” na pagina inicial. Em caso de
esquecimento de sua senha, solicite o envio automatico da mesma em “Esqueceu sua senha?”’.

1.4. Para novos usuarios do sistema SAGAS. Apo6s clicar em “Cadastre-se” vocé serd
direcionado para o cadastro no sistema SAGAS. Digite seu nome, endereco, e-mail, telefone,

instituicdo.

2. Envio do artigo

2.1. A submissdo online € feita na area restrita de gerenciamento de artigos. O autor

deve acessar a “Central de Autor” e selecionar o link “Submeta um novo artigo”.
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2.2. A primeira etapa do processo de submissdo consiste na verificagdo as normas de
publicacdo de CSP.

O artigo somente serd avaliado pela Secretaria Editorial de CSP se cumprir todas as
normas de publicacéo.

2.3. Na segunda etapa séo inseridos os dados referentes ao artigo: titulo, titulo resumido,
area de concentracdo, palavras-chave, informacdes sobre financiamento e conflito de interesses,
resumos e agradecimentos, quando necessario. Se desejar, 0 autor pode sugerir potenciais
consultores (nome, e-mail e instituicdo) que ele julgue capaz de avaliar o artigo.

2.4. O titulo completo (nos idiomas Portugués, Inglés e Espanhol) deve ser conciso e
informativo, com no maximo 150 caracteres com espacos.

2.5. O titulo resumido podera ter maximo de 70 caracteres com espagos.

2.6. As palavras-chave (minimo de 3 e maximo de 5 no idioma original do artigo) devem
constar na base da Biblioteca Virtual em Saude (BVS).

2.7. Resumo. Com excecao das contribuicdes enviadas as se¢fes Resenha, Cartas ou
Perspectivas, todos os artigos submetidos deverdo ter resumo no idioma original do artigo,
podendo ter no maximo 1.700 caracteres com espaco. Visando ampliar o alcance dos artigos
publicados, CSP publica os resumos nos idiomas portugués, inglés e espanhol. No intuito de
garantir um padrdo de qualidade do trabalho, oferecemos gratuitamente a traducdo do resumo
para os idiomas a serem publicados.

2.8. Agradecimentos. Possiveis agradecimentos as instituicdes e/ou pessoas poderao ter
no maximo 500 caracteres com espaco.

2.9. Na terceira etapa sdo incluidos o(s) nome(s) do(s) autor(es) do artigo, respectiva(s)
instituicdo(6es) por extenso, com endereco completo, telefone e e-mail, bem como a
colaboracdo de cada um. O autor que cadastrar o artigo automaticamente sera incluido como
autor de artigo. A ordem dos nomes dos autores deve ser a mesma da publicacéo.

2.10. Na quarta etapa ¢ feita a transferéncia do arquivo com o corpo do texto e as
referéncias.

2.11. O arquivo com o texto do artigo deve estar nos formatos DOC ou DOCX
(Microsoft Word), RTF (Rich Text Format) ou ODT (Open Document Text) e ndo deve
ultrapassar 1 MB.

2.12. O arquivo com o texto deve conter somente o corpo do artigo e as referéncias
bibliograficas. Os seguintes itens deverdo ser inseridos em campos a parte durante o processo

de submissdo: resumos; nome(s) do(s) autor(es), afiliagdo ou qualquer outra informagéo que
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identifique o(s) autor(es); agradecimentos e colaboracgdes; ilustracbes (fotografias,
fluxogramas, mapas, graficos, quadros e tabelas).

2.13. Equacbes e Formulas. As equagBes e formulas matematicas devem ser
desenvolvidas diretamente nos editores (Math, Equation, Mathtype ou outros que sejam
equivalentes). N&o serdo aceitas equacdes e formulas em forma de imagem.

2.14. Na quinta etapa séo transferidos os arquivos das ilustracdes do artigo (fotografias,
fluxogramas, mapas, gréaficos, quadros e tabelas), quando necessario. Cada ilustracdo deve ser
enviada em arquivo separado clicando em “Transferir”.

2.15. lustragdes. O namero de ilustracbes deve ser mantido ao minimo, conforme
especificado no item 1 da Instruc@o para Autores (fotografias, fluxogramas, mapas, graficos,
quadros e tabelas).

2.16. Os autores devem obter autorizacéo, por escrito, dos detentores dos direitos de
reproducdo de ilustracBes que ja tenham sido publicadas anteriormente.

2.17. Quadros. Destinam-se a apresentar as informac6es de conteudo qualitativo, textual
do artigo, dispostas em linhas e/ou colunas. Devem ser submetidos em arquivo texto: DOC ou
DOCX (Microsoft Word), RTF (Rich Text Format) ou ODT (Open Document Text). Os
Quadros devem ser numerados (algarismos arabicos) de acordo com a ordem em que aparecem
no texto, e citadas no corpo do mesmo. Cada dado do Quadro deve ser inserido em uma célula
separadamente, ou seja, ndo incluir mais de uma informacdo dentro da mesma célula. Os
Quadros podem ter até 17cm de largura, com fonte Times New Roman tamanho 9.

2.18. Tabelas. Destinam-se a apresentar as informacgdes quantitativas do artigo. As
Tabelas podem ter até 17cm de largura, com fonte Times New Roman tamanho 9. Devem ser
submetidas em arquivo de texto: DOC ou DOCX (Microsoft Word), RTF (Rich Text Format)
ou ODT (Open Document Text). As Tabelas devem ser numeradas (algarismos arabicos) de
acordo com a ordem em que aparecem no texto e citadas no corpo do mesmo. Cada dado da
Tabela deve ser inserido em uma célula separadamente e dividida em linhas e colunas. Ou seja,
ndo incluir mais de uma informacéo dentro da mesma célula.

2.19. Figuras. Os seguintes tipos de Figuras serdo aceitos por CSP: mapas, graficos,
imagens de satélite, fotografias, organogramas e fluxogramas.

2.19.1. As Figuras devem ser numeradas (algarismos arabicos) de acordo com a ordem

em que aparecem no texto, e devem ser citadas no corpo do mesmo.
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Os mapas devem ser submetidos em formato vetorial e sdo aceitos nos seguintes tipos
de arquivo: WMF (Windows MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript) ou SVG (Scalable
Vectorial Graphics).

Os gréficos devem ser submetidos em formato vetorial e sdo aceitos nos seguintes tipos
de arquivo: XLS (Microsoft Excel), ODS (Open Document Spreadsheet), WMF
(Windows MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript) ou SVG (Scalable Vectorial
Graphics). Os graficos de linhas, dispersdo (XY), histograma (Pareto), radar e outros
similares, que contenham elementos graficos (circulo, quadrado, triangulo, losango etc),
devem optar por apenas um elemento grafico, diferenciado somente por cores.

Os graficos de linhas, de dispersdo (XY), de histograma (Pareto), de radar e outros
similares; que contenham elementos gréaficos (circulo, quadrado, triangulo, losango etc);
devem optar por apenas um elemento gréafico, diferenciado somente por cores.

As imagens de satélite e fotografias devem ser submetidas nos seguintes tipos de
arquivo: TIFF (Tagged Image File Format), BMP (Bitmap), JPEG (Joint Photographic
Experts Group) ou PNG (Portable Network Graphic). A resolu¢cdo minima deve ser de
300dpi (pontos por polegada), com tamanho minimo de 17,5cm de largura. O tamanho
limite do arquivo deve ser de 10Mb.

Os organogramas e fluxogramas devem ser submetidos em arquivo de texto ou em
formato vetorial, e sdo aceitos nos seguintes tipos de arquivo: DOC ou DOCX
(Microsoft Word), RTF (Rich Text Format), ODT (Open Document Text), WMF
(Windows MetaFile), EPS (Encapsuled PostScript) ou SVG (Scalable Vectorial
Graphics).

Em separado, os autores devem enviar o arquivo (DOC, DOCX, RTF, ODT, TXT) com
todos os textos que compdem as Figuras.

Observacdes:

O desenho vetorial é originado com base em descricbes geométricas de formas e
normalmente é composto por curvas, elipses, poligonos, texto, entre outros elementos,
isto &, utilizam vetores matematicos para sua descricéo.

Mapas e graficos gerados originalmente em formato de imagem e depois exportados
para o formato vetorial ndo serdo aceitos.

O tamanho maximo para quadros e tabelas deve permitir o enquadramento em pagina
de tamanho A4 (até 17cm de largura), com margens laterais direita e esquerda de 2cm,

com fonte de tamanho 9 ou maior.
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e As Figuras devem permitir o enquadramento em pagina de tamanho A4 (até 17cm de
largura), com margens laterais direita e esquerda de 2cm.
o O arquivo de cada Figura deve ter o tamanho méaximo de 10Mb para ser submetido.

2.20. CSP permite a publicacdo de até cinco ilustraces (figuras e/ou quadros e/ou
tabelas) por artigo. Ultrapassando esse limite os autores deverdo arcar com 0S custos extras.
Figuras compostas sdo contabilizadas separadamente; cada ilustracdo é considerada uma
Figura.

2.21. Material Suplementar: CSP aceita a submisséo de material suplementar — textos,
figuras, imagens e videos — como complemento as informacdes apresentadas no texto, que sera
avaliado em conjunto com todo o material submetido. Para a publicacéo, todo o contetdo do
material suplementar é de responsabilidade dos autores. N&o sera formatado e nem feita reviséo
de idioma e/ou traducdo.

2.22. Finalizagdo da submissdo. Ao concluir o processo de transferéncia de todos 0s
arquivos, clique em “Finalizar Submissao”.

2.23. Confirmacéo da submissdo. Apds a finalizagdo da submissao o autor receberd uma
mensagem por e-mail confirmando o recebimento do artigo pelos CSP. Caso ndo receba o e-
mail de confirmacdo dentro de 24 horas, entre em contato com a Secretaria Editorial de CSP

por meio do e-mail: cadernos@fiocruz.br.
3. Acompanhamento do processo de avaliacédo do artigo
3.1. O autor podera acompanhar o fluxo editorial do artigo pelo sistema SAGAS. As
decisdes sobre o artigo serdo comunicadas por e-mail e disponibilizadas no sistema SAGAS.
3.2 O contato com a Secretaria Editorial de CSP devera ser feito através do sistema
SAGAS.
4. Envio de novas versdes do artigo
4.1. Novas versdes do artigo devem ser encaminhadas usando-se a area restrita de
gerenciamento de artigos do sistema SAGAS, acessando o artigo e utilizando o link “Submeter

nova versao”.

5. Provade prelo
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5.1. A prova de prelo sera acessada pelo(a) autor(a) de correspondéncia via sistema.
Para visualizar a prova do artigo sera necessario o programa Adobe Reader ou similar. Esse
programa pode ser instalado gratuitamente pelo site.

5.2. Para acessar a prova de prelo e as declaracfes, o(a) autor(a) de correspondéncia
devera acessar o link do sistema, utilizando login e senha ja cadastrados em nosso site. Os
arquivos estardao disponiveis na aba “Documentos”. Seguindo o passo a passo:

5.2.1. Na aba “Documentos”, baixar o arquivo PDF com o texto e as declaragdes
(Aprovacdo da Prova de Prelo, Cessdo de Direitos Autorais (Publicacdo Cientifica) e Termos e
Condigdes);

5.2.2. Encaminhar para cada um dos autores a prova de prelo e a declaracdo de Cessao
de Direitos Autorais (Publicacéo Cientifica);

5.2.3. Cada autor(a) devera verificar a prova de prelo e assinar a declaracdo Cessao de
Direitos Autorais (Publicacéo Cientifica);

5.2.4. As declaracGes assinadas pelos autores deverdo ser escaneadas e encaminhadas
via sistema, na aba “Autores”, pelo autor de correspondéncia. O upload de cada documento
devera ser feito no espaco referente a cada autor(a);

5.2.5. Informacdes importantes para o envio de corre¢fes na prova:

5.2.5.1. A prova de prelo apresenta numeracdo de linhas para facilitar a indicacéo de
eventuais correcoes;

5.2.5.2. N&o serdo aceitas correcdes feitas diretamente no arquivo PDF;

5.2.5.3. As correcdes deverao ser listadas na aba “Conversas”, indicando o nimero da
linha e a correcéo a ser feita.

5.3. As Declaracdes assinadas pelos autores e as correcdes a serem feitas deverdo ser
encaminhadas via sistema [http://cadernos.ensp.fiocruz.br/publicar/br/acesso/login] no prazo
de 72 horas.
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