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RESUMO

As parasitoses estdo entre as maiores causas de mortes no mundo. Dentro delas, a
amebiase é reconhecidamente um problema de saude global, pela sua alta
prevaléncia em paises tropicais e subtropicais, onde o agente etiologico € Entamoeba
histolytica. Os individuos infectados podem desenvolver a forma assintomatica ou
sintomatica da doencga, sendo dificil o diagnodstico. Dessa forma, alerta-se para a
importancia da prevengao da infecgdo, através do investimento em saneamento
basico, distribuicdo de agua potavel, controle urbanistico, diagnostico e
desenvolvimento de vacinas. As vacinas representam uma forte ferramenta
biotecnolégica para protegdo da populagdo contra a amebiase. Nesse sentido,
diversos pesquisadores vém pesquisando diferentes marcadores em potencial (e.g.
lectinas, metaloproteases, lipofosfoglicanos, proteinas ricas em serina). Esta revisao
integrativa, objetivou conhecer quais vacinas estao em fase de teste clinico. Para isso,
foi delimitado um intervalo de tempo (2016-2021), na base de dados Periddicos da
CAPES. Foram utilizados os seguintes descritores (a): Vacina, Entamoeba histolytica,
teste ou fase clinica, (b) nos idiomas portugués, inglés e espanhol e (c) cruzados com
os operadores booleanos “AND” e “OR”. Foram encontrados 473 artigos, mas apenas
199 foram selecionados para leitura dos resumos. Contudo, n&o foi encontrado artigos
que contemplassem o trinbmio: vacina - Entamoeba histolytica - fase clinica, ou seja,

ainda ndo ha vacinas em fase de teste clinico.

Palavras-chave: Amebiase humana; Profilaxia; Entamoeba histolytica.



ABSTRACT

Parasitic infections are among the leading causes of death in the world. Additionally,
amoebiasis is recognized as a global health problem, due to its high prevalence in
tropical and subtropical countries, where the etiological agent is Entamoeba histolytica.
Infected individuals can develop the asymptomatic or symptomatic form of the disease,
and the diagnosis is difficult to certify. In this way, we are alert to the importance of
infection prevention, through investment in basic sanitation, distribution of drinking
water, urban control, diagnosis, and vaccine development. Vaccines represent a
strong biotechnological tool to protect the population against amebiasis. Thus, several
researchers have been researching different potential markers (e.g., lectins,
metalloproteases, lipophosphoglycans, serine-rich proteins). This integrative review
aimed to know which vaccines are in the clinical trial phase. Thereunto, a time interval
(2016-2021) was defined in the CAPES Periodicals database. The following
descriptors were used (a): Vaccine, Entamoeba histolytica, test or clinical phase, (b)
in Portuguese, English and Spanish, and (c) crossed with the Boolean operators “AND”
and “OR”. A total of 473 articles were found, but only 199 were selected for reading
the abstracts. However, no articles were found that contemplated the trinomial: vaccine
- Entamoeba histolytica - clinical phase, that is, there are still no vaccines in the clinical

test phase.

Keywords: Human amoebiasis; Prophylaxis; Entamoeba histolytica.
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1 INTRODUGAO

O protozoario Entamoeba histolytica é um parasito intestinal reconhecido como
agente etiolégico da amebiase humana (XIMENEZ et al, 2010). Em suma, as
infeccbes causadas por esse patdégeno sédo frequentemente assintomaticas, contudo,
a doenca em sua forma intestinal invasiva, apresenta manifestacbes clinicas
caracterizadas por um longo periodo de célicas, dor abdominal, perda de peso e
diarreia aquosa ou sanguinolenta (HAQUE et al., 2003).

E. histolytica € considerada uma das trés principais de causas de morte por
parasitose no mundo, tornando-se cada vez mais comum em paises ndo endémicos,
devido ao aumento de viagens e migragdes para paises desenvolvidos (KANTOR et
al., 2018). Dessa forma, essa doenga diarreica aguda € considerada um problema de
saude mundial, e vem afetando cerca de 50 milhées de individuos e causando mais
de 100 mil mortes por ano (OMS, 1997).

Segundo o Instituto Nacional de Alergia e Doencgas Infecciosas (NIAID) dos
Estados Unidos da América (USA), E. histolytica é classificada na categoria B de
defesa bioldgica prioritaria, pois apresenta alta resisténcia ao cloro, estabilidade no
meio ambiente e para estabelecer a infeccdo basta o hospedeiro entrar em contato
com uma baixa quantidade de formas infectantes do parasita (NIAID, 2022). Ademais,
esse protozoario, apresenta-se como uma forte ameaca devido a sua facil
disseminagao, através dos alimentos e reservatorios de agua contaminados (NIAID,
2022).

Patologicamente, E. histolytica pode causar mortes celulares no hospedeiro e
gerar uma resposta inflamatoria devastadora (HANQUE et al., 2003). Além disso, na
terapéutica é visto comumente a utilizagcdo de farmacos nitroimidazois, mas essa
classe pode apresentar diversos efeitos colaterais, sendo necessario o uso de outros
medicamentos para curar a infecgao, contudo o tratamento se mostra eficaz em cerca
de 40-60% dos pacientes (PETRI, 2003).

Dessa forma, essa doencga negligenciada requer uma solugado. Visto que os
farmacos tradicionais ndo apresentarem os efeitos e eficacia desejados (MARTINEZ-
HERNANDEZ et al., 2021). Ademais, diversas pesquisas vém sendo realizadas, com
o intuito de desenvolver vacinas para protegao contra E. histolytica, esperando-se que
possam vir a ser utilizadas para preveng¢ao da infec¢gdo, mas ainda nao ha vacinas

disponiveis comercialmente (SHIRLEY et al., 2019).
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Por outro lado, existem vacinas sendo desenvolvidas, que sdo baseadas em
Lectina-Gal que mostram ser promissoras em modelos in vivo (QUACH; PIERRE;
CHADEE, 2014). Adicionalmente, vacinas baseadas na proteina recombinante
PEAIII-LC3-KDELS3, que participam da prevencdo da amebiase invasiva, resposta
inflamatoria excessiva e ativa as respostas protetoras também em modelo animal
(MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2021).

Sob esta analise, € necessario o entendimento da ciéncia e tecnologia que vem
sendo desenvolvida para a resolugcdo da tal problematica mundial. Assim como, é
necessario saber como esta o andamento dessas vacinas aplicadas a prevengao de
infeccbes por E. histolytica, de acordo com os niveis de pesquisa clinica para o
desenvolvimento de novos farmacos. Portanto, este trabalho tem como objetivo
conhecer quais vacinas para amebiase humana avancaram para a fase clinica de

pesquisa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amebiase e agente etiologico

As parasitoses representam uma das principais causas de mortalidade globais,
contabilizando cerca de 3 milhdes de mortes anualmente (RODRIGUES; CARNEIRO;
ATHAYDE, 2013). Nos paises em desenvolvimento, as parasitoses intestinais séo
consideradas um sério problema de saude publica, as quais podem ser causadas por
protozoarios ou helmintos e acarretam diversos efeitos na saude do infectado (SAITO;
RODRIGUES, 2012). No Brasil, observa-se uma alta prevaléncia de parasitoses,
devido as condi¢bes sanitarias precarias, estilos de vida e condigbes de saude em
determinados locais (ESTEVES, 2013; ANTUNES, 2020).

Entre as parasitoses, destaca-se a amebiase, que € uma infecgdo causada pelo
protozoario altamente patogénico E. histolytica, sendo tradicionalmente conhecido
como ameba (ALMEIDA et al., 2020). Esse agente etioldgico atua como um organismo
comensal, mas pode invadir os tecidos e originar formas patoldgicas intestinais e
extra-intestinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Biologicamente, existem diversas espécies de amebas presentes no intestino
grosso dos humanos, como as seguintes: Entamoeba coli, Entamoeba gingivalis e o
complexo Entamoeba histolytica (E. histolytica, E. dispar, E. mochkovskii e E.
bangladeshi), que apresenta espécies morfologicamente idénticas em microscopio
optico (NEVES, 2012).

E. histolytica € a unica espécie potencialmente perigosa para os humanos,
sendo considerado o agente etioldgico da amebiase (SILVA; GOMES, 2011; LEITE,
2015). Essa espécie é classificada no Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo
Gymnamoebia, Ordem Amoebida, Subordem Tubulina, Familia Entamoebidae e
Género Entamoeba (REY, 2008).

E. histolytica apresenta, reconhecidamente, dois estagios evolutivos os “cisto”
e “trofozoito” e duas formas de transicao o “pré-cisto” e “metacisto” (NEVES, 2012).

Os cistos sao estruturas esféricas e transparentes com aproximadamente 8 -
20 uym de diametro. Apresentam uma parede de quitina, consideravelmente rigida e
vacuolos de glicogénio. Os nucleos sao vesiculares, esféricos, podem ter niumero
variavel (de um a quatro), bem como apresentam até 3 corpos cromatdides com

formato de bastonetes (FREITAS, 2007). Além disso, sabe-se que os cistos sdo as
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formas infectantes e podem permanecer estaveis até meses, a depender das
condigdes ambientais em que estdo (RAVDIN, 1988).

O metacisto € a forma de transicdo liberada pelo cisto, no processo de
desencistamento, no intestino delgado, porém esse mecanismo ainda ndo é téao
elucidado. Esses metacistos passam por sucessivas divisbes nucleares e
citoplasmaticas, que resultam em oito trofozoitos metacisticos (FREITAS, 2007).

Os trofozoitos, s&o moveis, unicelulares e seu tamanho é maior em
comparagao com os cistos, variam de 10 - 40 ym de didmetro, contudo em alguns
casos podem chegar a 60 um, como no caso das formas invasivas. Essa forma
evolutiva, apresenta apenas um nucleo, membrana nuclear, cromatina uniforme e
finos granulos na periferia do envoltério nuclear. Sdo estruturas pleomorficas e se
alimentam através de fagocitose e pinocitose. Quando € visto a partir de infec¢des
invasivas, seu citoplasma é preenchido por hemacias (FREITAS, 2007). A mobilidade
das amebas é permitida pelos pseuddpodes e a energia utilizada para a locomogao &
pela via anaerdbica da glicose e piruvato (STANLEY, 2003).

Os pré-cistos sdo originados a partir dos trofozoitos, quando estes se
desprendem do epitélio intestinal e sdo diferenciados. Esse processo € chamado de
encistamento, que ocorre no célon do hospedeiro. Os pré-cistos sdo a forma de
transicao entre os trofozoitos e cistos (FREITAS, 2007). Essa forma de transigao é
arredondada, e seu tamanho é menor que a do trofozoito. Apresenta citoplasma e
cromatoéide no formato de bastonete. Eles sofrem uma série de divisdes celulares até
formar os cistos e serem expulsos do organismo e completando o ciclo de biolégico
do parasito (RAVDIN, 1998).

E. histolytica é a responsavel pelos casos de amebiase, e as outras espécies
nao se relacionam com a doenca, contudo, a E. dispar pode estar associada com
danos na mucosa do intestino, mas é considerada de baixa viruléncia. Os trofozoitos
sao invasivos e podem se aderir ao epitélio, causar ulcera e se espalhar para outros
orgaos pela corrente sanguinea (através do sistema da veia porta). Essas estruturas
podem migrar para diferentes locais, tais como: peritdnio, pulmao, figado, cérebro
entre outros. A adesdo dessa forma evolutiva se da através de uma lectina
Gal/GalNAc, que vao se ligar de forma especifica em residuos de galactose e N-acetil-
D-galactosamina (HAQUE et al., 2003; CORNICK; CHADEE, 2017).

De Forma geral, a transmissao da amebiase pode se dar pelos dois estagios

evolutivos, ou seja, pelo cisto ou trofozoito. A transmissédo pode acontecer através da
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ingestdo de cistos. Contudo, a forma mais comum de infeccdo € pelas mé&os
contaminadas com residuos fecais. Ademais, também pode ocorrer pela ingestao de
comidas e aguas contaminadas. Atualmente, também existem investigagbes que
comprovam a infecgdo por exposicdo as fezes durante a pratica sexual (HUNG;
CHANG; JI, 2012).

2.2 Epidemiologia

As infec¢des causadas por E. histolytica sdo consideradas um grande problema
de saude publica, sendo reconhecidamente a terceira maior causa de mortes entre as
doencas parasitarias (GHOSJ; PADALIA; MOONAH, 2019). Estima-se que
aproximadamente 10% da populagéo esteja infectada por E. histolytica. Além disso,
estima-se que a cada ano ocorrem 50 milhdes de casos invasivos desse quadro de
infecgdo pelo patégeno (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Mundialmente, cerca de 90% das infecgdes causadas por esse protozoario sdo
clinicamente assintomaticas (STAUFFER; RAYDIN, 2003). Contudo, mesmo
silenciosa, essa amebiase é devastadora, causando aproximadamente 100 mil mortes
por ano (STAUFFER; RAYDIN, 2003).

Acerca da prevaléncia dessas infecgdes, elas sdao mais comuns em regioes
tropicais e subtropicais, e certamente sao influenciadas pelas condi¢des precarias de
higiene, educacdo sanitaria e qualidade dos alimentos das populagdes
subdesenvolvidas, embora também seja observado uma alta prevaléncia em paises
de clima frio, devido as condi¢cbes inadequadas de higiene (NEVES, 2004).

Na América do Sul, a Colédmbia, Equador, Peru e Chile sao paises bastante
atingidos, apresentando altas taxas de amebiase. Esses dados, s&o principalmente
obtidos através de exames parasitolégicos, dessa forma, ndo é possivel ter uma
prevaléncia real de infecgbes pelo parasita (REY, 2008).

No Brasil, o numero de infectados por E. histolytica tem grande diversidade
entre as regides, assim como ¢é visto uma variagao na sintomatologia dos acometidos
por amebiase (NEVES, 2004). Recentemente, Souza et al., (2019) realizaram um
levantamento nos dados epidemiolégicos disponiveis no Departamento de Informatica
do Sistema Unico de Saude (SUS). Neste trabalho, foi possivel identificar um total de
14.268 casos de internacbes por amebiase no Brasil no periodo de 2012-2016
(SOUZA et al., 2019).
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A area da Amazénia € a que apresenta maior prevaléncia de amebiase, com
cerca de 19%, sendo justificada pelas condi¢gbes precarias econémicas e de acesso a
saude publica, consequentemente ao diagnostico e tratamento adequado (SOUZA et
al., 2019). Enquanto isso, a regido sul e sudeste do Brasil apresenta menor
prevaléncia (2,5-11%), devido ao maior indice desenvolvimento social e econdmico
local (SOUZA et al., 2019). Nessa escala, de maior para menor prevaléncia de
amebiase, se localizam nas regides norte, nordeste, sul e sudeste respectivamente
(SOUZA et al., 2019). Na Figura 1, é possivel observar os numeros por Unidades

Federativas (UFs) do Brasil.

Figura 1 - Numero de internagdes por amebiase nas UFs do Brasil, no periodo de
2012 a 2016.
Numero de internagdes por amebiase nas UFs do Brasil (2012-2016)
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Fonte: Adaptado Souza et al., 2019.

Historicamente, um caso marcante foi a dgua contaminada na Feira Mundial de
Chicago nos EUA em 1993, devido o encanamento inadequado do evento. Esse
episodio resultou em mil casos de infecgdes e mais de cinquenta mortes. No contexto
brasileiro os surtos sdo subnotificados, pela falta de solicitacbes de testes laboratoriais
para o parasita (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE SAO PAULO, 2001).

Dessa forma, é necessario o investimento em educagao e promogao em saude,
para informar a populacdo em geral as medidas profilaticas, assim como o

investimento governamental para o melhoramento das condigbes de saneamento
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basico e abastecimento de agua no pais (SOUZA et al, 2019). Além disso, é

necessario o investimento em diagnastico.

2.3 Manifestagoes clinicas e diagnéstico

Os sintomas da amebiase se enquadram como uma colite mucosa ou
Sindrome do célon irritavel, que podem possuir diversas causas. As infecgdes por E.
histolytica pode estar presente ou nao nessas causas da sindrome, sendo o
diagnostico bastante dificil (REY, 2008). Ressalta-se que apenas 10-20% dos
infectados desenvolvem sintomas na infeccdo (NGOBENI et al., 2017).

Dessa forma o diagndstico seguro é feito através de algumas condi¢des, como:
sintomas semelhantes com essa protozoose; identificacdo de trofozoitos ou cistos;
diferenciar quando possivel E. histolytica de E. dispar;, apresentar teste sorolégico
positivo; e resposta efetiva a terapia antiamebiana (REY, 2008).

Visto que a maioria das pessoas desenvolve a forma assintomatica da doenca,
mas geralmente podem aparecer alguns sintomas apdés a ingestao dos cistos, como:
alternancia entre constipagcéo e diarreia, flatuléncia e dor abdominal (PEARSON,
2020).

Além disso, é possivel observar outras manifestagées clinicas, de acordo com
o estagio que se encontra a infeccao. No estagio da amebiase luminal, € associado
as infecgbes assintomaticas (SHIRLEY et al., 2018).

A infeccao intestinal sintomatica, no estagio da colite amebiana, é observada
sintomas como diarreia aquosa ou sanguinolenta, associada a dores e perda de peso.
Na forma aguda, pode ser visto sintomas semelhantes a doencga inflamatéria intestinal
(SHIRLEY; MOONAH, 2016).

Nessa fase, a amebiase pode ser limitada ao célon ascendente ou seco,
podendo causar até perfuragcao do epitélio por colénias, peritonite e necrose intestinal
(SHIRLEY; MOONAH, 2016). Os pacientes ainda podem apresentar uma aparéncia
febril, intoxicados, hipotensos, dor abdominal e sinais de peritonismo. No caso da
colite amebiana fulminante a letalidade é bastante elevada variando de 40-89%
(SHIRLEY; MOONAH, 2016).

Nos casos de amebiase extra intestinal, o sintoma mais comum é o abscesso
hepatico amebiano, que é formado a partir da disseminagao dos trofozoitos no figado.

Sao sintomas comuns, febre, dor disenteria concomitante ou sintomas
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gastrointestinais. Assim como pode ser observado hepatomegalia (CORDEL et al.,
2013).

Nesse contexto, existem diversas formas para o diagnostico de amebiase
(Figura 2). Na historia das infeccbes amebianas, elas eram comumente
diagnosticadas por microscopia Optica a partir de amostras (fezes, soros e exsudatos),
as quais eram analisadas acerca da presencga de trofozoitos ou cistos, contudo, este
meétodo se mostrou incapaz de diferenciar E. histolytica e E. dispar (STANLEY, 2003;
NEVES, 2004). Além disso, este método consome muito tempo e depende de um
microscopista qualificado (NEVES, 2004).

Figura 2 — Esquema das técnicas de diagndstico mais comuns para

Amebiase.
Microscopia
optica Y
\\\_
Deteccaode
antigeno fecal
Diagndstico
i 3 Colonoscopi
it vy
istolégico
Sorologia

Fonte: Oliveira, 2022.

Ademais, ainda é dificil para os hospitais e clinicas fazer a diferenciacado entre

E. histolytica e E. dispar, pois elas sdo parecidas morfologicamente (NEVES, 2004).
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Todavia, para os exames morfologicos, a Organizagao Mundial da Saude recomenda
que os laudos sejam dados como cistos ou trofozoitos de E. histolytica e E. dispar
(NEVES, 2004).

Atualmente, existem diversos métodos para o diagnéstico como, por exemplo,
a detecgao de antigeno fecal, sorologia, estudos moleculares de fezes e colonoscopia
com exame histologico sao utilizados na clinica (CHOU; AUSTIN, 2020).

A deteccgéo de antigeno fecal € uma técnica relativamente simples, apresenta
um resultado rapido e consegue diferenciar E. histolytica de E. dispar.
Comercialmente, é possivel encontrar diversos kits disponiveis que utilizam o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia ou radioimunoensaio, tendo
sensibilidade de até 88% (SHIRLEY et al., 2018; SAIDIN et al., 2019; SPADAFORA et
al., 2016).

A sorologia nao é utilizada para diferenciar uma infec¢gao aguda e uma prévia,
bem como nao é possivel identificar no soro os anticorpos com menos de uma semana
de infecc&o, contudo € uma técnica com alta sensibilidade e rapida (SHIRLEY et al,,
2018; CHOU; AUSTIN, 2020).

O padrao ouro no diagndstico sdo os testes moleculares de fezes, com
altissima sensibilidade (>92%) e especificidade (>89%). Embora sejam testes
maravilhosos, eles possuem um alto custo, devido exigirem equipamentos caros e
mao-de-obra qualificada (SHIRLEY et al., 2018; CHOU; AUSTIN, 2020).

O diagnéstico por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), se apresenta como
um teste molecular bastante utilizado, entre os testes moleculares. Apresentam alta
sensibilidade, em relagdo ao método morfolégico, sendo capaz de diferenciar as
espécies de Entamoeba (STANLEY, 2003).

A colonoscopia com exame histoldgico pode ser utilizada para o diagndstico,
porém nao € comum, pois ndo € utilizado na rotina laboratorial, contudo é utilizado
para identificar as causas dos sintomas da amebiase, que é caracterizada por Ulceras,
erosdes amebianas e presencga histolégica de trofozoitos e/ou cistos (SHIRLEY et al.,
2018; CHOU; AUSTIN, 2020).

Ademais, pode ser necessario a combinagao de métodos laboratoriais para o
diagnéstico adequado (SHIRLEY et al., 2018).

2.4 Tratamento
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O diagnéstico e tratamento adequados sao necessarios para o combate das
infeccbes causadas por E. histolytica, considerando que os portadores sem sintomas
clinicos podem desenvolver a forma invasiva da doenca e dissemina-la (HAQUE et
al., 2003).

Entre os farmacos tradicionais utilizados na terapéutica estdo as
Dicloracetamidas, que atuam na luz intestinal (REY, 2008). Esses compostos sao
pouco absorvidos no epitélio intestinal, com isso tem acio limitada a mucosa intestinal
(REY, 2008). Nao apresentam consideravel toxicidade para os seres humanos e nao
possuem contraindicagdes. No entanto, podem causar flatuléncia, mas esse sintoma
desaparece no fim do tratamento. Sdo exemplos de amebicidas dessa classe:
Teclosan (Falmonox), Furamida (diloxamida) e Clefamida (REY, 2008; NEVES, 2004).

Os nitroimidazéis também sdo uma classe utilizada, apresentam facil absorg¢ao
e atuam como amebicidas teciduais. Contudo, devido sua alta absorgéo ¢é visto que o
farmaco chega no intestino grosso em pouca quantidade, sendo ineficiente para
eliminar os protozoarios que vivem nessa regido do trato gastrointestinal. Tendo isso
em vista, na terapéutica é feita a combinacgao de nitroimidazois com dicloracetaminda.
Sao exemplos dessa classe: Tinidazol, Ornidazol, Nimorazol (nitrimidazina) e
Metronidazol, (REY, 2008). Sendo o Metronidazol, considerado o tratamento mais
adequado para a amebiase intestinal e abscesso hepatico amebiano (STANLEY,
2003).

Além disso, ainda s&o utilizadas as deidroemetina e emetina. A emetina € um
alcaldide que é utilizado no tratamento de amebiase historicamente, apresentando
resultados rapidos. Contudo, atualmente é preferivel o uso de deidroemetina, que é
um produto sintético, mais ativo e com menor toxicidade. (REY, 2008).

Ademais, pode se mostrar necessario o uso de antibidticos de amplo espectro
para aqueles pacientes que apresentam colite amebiana fulminante ou sinais de
peritonite (CHOU; AUSTIN, 2020). Nesses casos mais graves, pode ser necessario a
intervengao cirurgica para perfuragao intestinal ou do célon (CHAVEZ-TAPIA et al.,
2009). Além disso, quando ndo ha resposta aos antibidticos, pode ser recorrida a
drenagem por cateter (STANLEY, 2003).

Nos casos de infecgdes pulmonares, € necessario a aspiragao do derrame
pleural amebiano, bem como a prescricdo de antibiéticos e metronidazol com um
farmaco de acdo luminal (FUNG; DOAN, 2005).
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Outrossim, as vacinas vém sendo investigadas em modelos in vivo com
roedores e primatas, revelando-se resultados bastantes significativos. Essas vacinas
sdo baseadas em alvos estratégicos, e futuramente podem ser uteis na imunizagéo
contra infecgbes de E. histolytica (KARTOR et al., 2018).

Por fim, é necessario falar sobre a importancia da educacéo e promogao do
habito da higiene e de lavar as maos, pois sdo fundamentais para a prevengao e
diminuir a disseminagdo da amebiase e de outras doengas infecciosas. Contudo, a
higiene pessoal ainda € um grande desafio em varios locais no mundo, devido aos

problemas econémicos e naturais (CDCP, 2022).

3 OBJETIVO

O objetivo deste presente trabalho foi realizar uma revisdo integrativa da
literatura para conhecer quais vacinas para amebiase humana avangaram para a fase

clinica de pesquisa.
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A amebiase humana é uma doenca recorrente em varios paises. Os infectados pela
Entamoeba histolytica podem ser assintomaticos ou desenvolver uma forma clinica
grave que pode conduzir o paciente ao ébito. Como as condigbes de saneamento
basico eficiente, agua potavel e o controle do crescimento das cidades e ambientes
periurbanos sao atitudes politicas negligenciadas, € preciso recorrer a outras medidas
profilaticas com carater cosmopolita. O desenvolvimento de vacinas € uma proposta
viavel para proteger essas populagdes, principalmente aquelas que vivem em areas
de risco para amebiase. Varios pesquisadores no mundo vém testando diferentes
grupos de biomoéculas (e.g. lectinas, metaloproteases, lipofosfoglicanos, proteinas
ricas em serina) com potencial para o desenvolvimento de vacinas. Com a finalidade
de conhecer quais vacinas estdao em fase de teste clinico, o presente estudo realizou
uma revisdo integrativa, no intervalo de 2016 até 2021, na base de dados Periddicos
CAPES e com os descritores (a): Vacina, Entamoeba histolytica, teste ou fase clinica,
(b) nos idiomas portugués, inglés e espanhol e (c) com os operadores boleanos “AND”
e “OR". 473 artigos foram encontrados e 199 foram selecionados para leitura dos
resumos. Até 2021 nenhum artigo contemplou o trinbmio: vacina - Entamoeba
histolytica - fase clinica, ou seja, nenhuma vacina passou para a fase de testes em

humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Amebiase humana. Profilaxia. Entamoeba histolytica.

ABSTRACT

The human amoebiasis is a recurring illness in several countries. People infected with
Entamoeba histolytica may be asymptomatic or develop a severe clinical form that can
lead to death. Because the conditions of efficient basic sanitation, clean water and the
control of the growth of cities and peri-urban environments are neglected political
attitudes, it is necessary to resort to other prophylactic measures with a cosmopolitan
feature. The development of vaccines is a viable proposal to protect these populations,
mainly those people living in areas at risk for amebiasis. Various researchers
worldwide have been testing different groups of biomolecules (e.g. lectins,
metalloproteases, lipophosphoglycans, and proteins high in serine) with potential for
vaccine development. With the view to know which vaccines are in the clinical trial

phase, the present study carried out an integrative review, from 2016 to 2021, in the
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CAPES Periodicals database and with the descriptors (a): Vaccine, Entamoeba
histolytica, test or clinical phase, (b) in Portuguese, English and Spanish and (c) with
the Boolean operators “AND” and “OR”. 473 papers were found and 199 were selected
for reading the abstracts. Until 2021, no paper contemplated the trinomial: vaccine -
Entamoeba histolytica - clinical phase, that is, no vaccine passed to the human testing

phase.

KEYWORDS: Human amoebiasis. Prophylaxis. Entamoeba histolytica.

INTRODUGCAO

A Entamoeba histolytica € um protozoario parasita, anaerobio, com transmisséo
oro-fecal, cosmopolita e responsavel pela amebiase em cerca de meio bilhdo de
pessoas por ano. Entre os 10% que desenvolvem clinica, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estima que entre 400 a 100 000 enfermos evoluem para o obito/ano 3.

Além da forma intestinal, que pode envolver febre, dor de cabecga, vémitos,
nauseas, dores abdominais, flatuléncia e diarréia muco-sanguinolenta, alguns
individuos podem apresentar manifestagdes clinicas extra intestinais (pulméao,
cérebro, figado e pele) geralmente em decorréncia da disseminagcao hematogénica da
E. histolytica* ®.

Os agravos da amebiase geralmente envolvem a formagdo de abscessos
hepaticos e/ou encefalicos e colite necrosante fulminante, mas € importante assinalar
que a colite também pode se agravar pds infecgao por SARS-CoV-2° e que, é possivel
ocorrer amebiase extra intestinal sem o envolvimento inicial dos érgdos do digestorio”.

Considerando as maiores estimativas mundiais para as prevaléncias de
infecgao por E. histolytica, Shirley, Farr, Watanabe e Moonah?@ citaram o México (42%),
algumas cidades chinesas (41%) e o Cairo (38%). As prevaléncias registradas no
Brasil ndo foram consideradas nesse estudo®. Costa e colaboradores (2018)'
afirmam que as prevaléncias divulgadas em alguns estudos brasileiros sao
imprecisas, uma vez as metodologias utilizadas ndo eram capazes de distinguir se as
infecgdes foram provocadas pela E. histolytica ou pela E. dispar. Zanetti et al.'' ndo
s6 concordam com a afirmagéo de Costa et al.’°, mas também afirmam que a maioria
dos casos de amebiase no Brasil € provocada pela espécie E. dispar, sendo a

prevaléncia da E. histolytica de apenas 3,1%.
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Em paises pobres e em desenvolvimento ocorre um fluxo continuo dessas
amebas porque, medidas profilaticas como saneamento basico’? associado ao
controle de ocupagdo dos espagos, para evitar o surgimento das favelas
periurbanas'3, ndo sdo priorizados pelas politicas publicas e/ou faltam recursos
financeiros para implementagao e manutengao dos servigos'4.

Com esse cenario desfavoravel, o desenvolvimento de vacina como medida
profilatica cresce em relevancia, uma vez que € uma estratégia que pode ser replicada
em diversas realidades socioculturais e politicas.

Segundo Saxena e Prakash'®, as infecgbes recorrentes pela espécie E.
histolytica induzem resposta imunolégica, mas nao sao suficientes para impedir que
alguns individuos desenvolvam as formas graves da amebiase que, via de regra,
decorrem da disseminagao extra intestinal do parasito.

Recentemente Miler, Tam e Ralston'® demonstraram que parte da eficiéncia da
disseminagao dos trofozoitos pela evasao do sistema imune decorre da trogocitose, a
trogocitose € um mecanismo que consiste em uma transferéncia de parte de proteinas
e membranas celulares do hospedeiro para o parasito desta forma o0 mesmo consegue

burlar o sistema imune.

Esse comportamento da E. histolytica mostra como é complexa a interagéo do
patdgeno com os sistemas de defesa humano e pode auxiliar no desenvolvimento de

novas propostas de vacinas.

O presente estudo pretende conhecer quais vacinas para a amebiase humana

avangaram para a fase clinica.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa qualitativa e descritiva baseada em uma revisao
integrativa. Esse tipo de abordagem reune produgdes cientificas empiricas e tedricas
que permitem uma atualizacdo e aprofundamento dos conteudos sobre um

determinado tema'’.

As seguintes etapas foram realizadas para a realizagao da revisao integrativa:
elaboracdo da pergunta norteadora (estratégia PICO); estratégia de busca na

literatura e amostragem; avaliacdo dos estudos primarios incluidos na revisdo; analise
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e sintese dos resultados da revisdo integrativa; revisao/sintese do conhecimento

produzido e publicado; apresentagdo da revisao integrativa'8-2°,

O estudo partiu da seguinte questdo: quais vacinas desenvolvidas para a

amebiase humana estdo na fase de estudos clinicos?

A busca foi realizada na plataforma de base de dados Peridédicos CAPES
utilizando descritores em portugués: (Vacina, Entamoeba histolytica, teste ou fase
clinica), em inglés (Vaccine, Entamoeba histolytica, clinical testing) e em espanhol
(Vacuna, Entamoeba histolytica, prueba clinica). Todos os descritores foram

combinados entre si usando o operador boleano “AND” e/ou “OR”.

A pesquisa ocorreu nos meses de margo e abril de 2022 e incluiu apenas
artigos cientificos completos publicados em portugués, Inglés e espanhol no periodo
de janeiro de 2011 até dezembro de 2021. Foram excluidos artigos de revisao e outros
formatos de publicagcdo cientifica (teses, dissertagdes, short communications,

resumos, livros etc.).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Na primeira fase da revisdo, encontrou-se um total de 473 referéncias, das

quais apenas 199 foram selecionadas porque atendiam aos critérios de inclusao. A

grande maioria dos artigos selecionados foi publicado em inglés (Quadro 1).

Quadro 1. Cruzamento realizado com descritores controlados, no portal periédicos

CAPES.
Descritores por cruzamento Artigos Artigos
encontrados | selecionados
Vacina and Entamoeba histolytica and teste 2 1

ou fase clinica
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Vaccine and Entamoeba histolytica and 467 195

clinical testing

Vacuna and Entamoeba histolytica and 4 3

prueba and ensayo clinico

Total 473 199

A leitura dos resumos dos 199 artigos selecionados revelou que nenhum deles
tratou simultaneamente do trindbmio: vacina + Entamoeba histolytica + fase clinica,
mostrando que nenhuma das propostas de vacina para amebiase humana avangou

para a fase de teste em humanos até dezembro de 2021 (Figura 1).

A busca pelo desenvolvimento de vacinas para as formas graves da amebiase
humana € antiga, mas os pesquisadores ja previam que seria uma tarefa dificil por

conta da complexidade da interagado parasito-hospedeiro?’.

Uma das propostas mais antigas testou uma lectina Gal/GalNac e os
pesquisadores afirmaram que essa molécula impediu o desenvolvimento de colite e

abscesso hepatico em animais de laboratorio?-25,

Anos depois, em meio a muitas propostas de biomoléculas candidatas a
compor uma vacina para amebiase, como metaloproteases, lipofosfoglicanos,
proteinas ricas em serina, Min et al.?® reafirmam que a subunidade de 170 quilodaltons
(kDa), mais especificamente o dominio LecA da lectina Gal/GalNac continua sendo a

melhor possibilidade.

Figura 1 - Fluxograma de selec&o dos artigos nas bases de dados do portal de
periodicos CAPES/MEC.
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IDENTIFICACAO

Descritores em Descritores em Descritores em
Portugués Inglés Espanhol
Vacuna and

Vaccine and
Vacina Entamoeba histolytica
Entamoeba histolytica
Entamoeba histolytica . . and prueba and
and clinical testing )
teste ou fase clinica ensayo clinico

2 ¥ 1

Total de artigos selecionados na base de dados

473

SELECAO

Artigos excluidos apos
aplicacao dos critérios de
inclus&o

274

Artigos selecionados para analise do titulo e resumo

199

Artigos excluidos por duplicidade
e por analise dos descritores

199

Artigos lidos na integra

0

-

INCLUSAO

Artigos excluidos apos
aplicacao dos critérios de
exclusao.

0

Artigos selecionados para revisao
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Os resultados da pesquisa de Martinez-Hernandez et al.?” indica que de acordo
com o teste da vacina recombinante baseada no Antigeno Gal-lectina em uma espécie
de hamster, teve otimas caracteristicas imunoestimulantes?® 2. Os achados mais
importantes da contribuicdo da vacina PE A IlI-LC3-KDEL3 (proteina recombinante)
corresponde a protecao eficaz do tecido hepatico e também em relagéo a capacidade
de inibir atividades virulentas amebianas, ou seja, estimula a produgao de anticorpos
e a resposta inflamatéria?”.

A proteina recombinante anteriormente citada previne amebiase invasiva, ativa
uma resposta protetora em um tempo diminuto e inibi uma resposta inflamatéria. Ainda
assim, pesquisas estao em andamento de modo a tentar compreender de forma mais
aprofundada a respeito da atividade imunoldgica da vigente vacina em questado, na
tentativa de permitir o uso em ensaios clinico?’.

Para a formulacao e avaliagdo do adjuvante da vacina da Entamoeba segundo
a pesquisa de requer uma metodologia de projeto experimental com alto nivel de
robustez, de modo a interrogar de forma significativa os efeitos de varios fatores,
leituras de estabilidade de imunizagao e fisico-quimica. Ao utilizar uma abordagem
DOE (projeto estatistico de experimentos) juntamente com o indice de conveniéncia,
resultou numa otimizagdo da composi¢cao de uma formulagao adjuvante de ligante de
TLR duplo, o que elucidou uma forte durabilidade da resposta imune e eficiéncia de
protecdo no modelo de camundongo de colite amebiana°.

Ainda segundo esse estudo foi elucidado a importancia da incluséo de ligantes
de TLR (GLA e 3M-052) para a eficiéncia de protecdo. O sexo bioldgico foi
determinante nas respostas de imunogenicidade e eficiéncia. Com a unido das
descobertas, se resultou numa composi¢cdo adjuvante de vacina modelo para a
adequacéo ao desenvolvimento pré-clinico avangado®.

Quando se ha manifestagbes extra intestinais e certos dados demograficos
como: sexo, raga e histérico de viagens estao presentes a Entamoeba histolytica deve
ser considerada como um diagndstico diferencial de colite. Pouco se sabe sobre a
resposta imune subjacente a amebiase invasiva. Também se sabe pouco sobre os
fatores que permitem que certas pessoas continuem portadoras sem sintomas e
outras evoluam para uma doenca disseminada®".

Ao passo em que mais respostas cientificas sdo reunidas para destacar a
patogénese da E. histolytica juntamente com a resposta imune a essa infec¢ao, maior

a quantidade de proteinas em potencial ira ser investigadas em prol do
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desenvolvimento de uma vacina. O potencial de desenvolvimento de uma vacina de
Entamoeba histolytica é promissor e este fato se justifica devido a certas pessoas
possuir a capacidade de desenvolver uma imunidade potencial®'.

Alguns mecanismos podem ser a razdo pela qual as fémeas sdo mais
resistentes ao desenvolvimento do abscesso hepatico amebiano (ALA), sendo
necessario entdo o uso de combinagdes de proteinas-alvo como Gal-lectina que
impede a aderéncia da ameba, assim como também das proteinas que aproveitam a
resposta imune humoral e que sao mediadas por células que podem facilitar a
producao de uma vacina. Sendo necessario entdo uma avaliacdo da eficacia da
resposta imune e protegdo em modelos animais3’.

De acordo com a pesquisa de Abhyankar et al.,3? através de um um estudo
vacinal em um modelo animal, identificou-se uma reformulagdo adjuvante de
nanolipossomos que possuem agonistas sintéticos de TLR, sendo capaz de estimular
uma resposta imune sistémica e mucosa. Sendo assim, o adjuvante de
nanolipossomos contendo agonistas sinérgicos de TLR foi capaz de estimular uma
resposta imune humoral e celular sistémica equilibrada, assim como outra reposta
robusta de IgA na mucosa. Sem contar que apoiou a produgao de IFN-y e IL-17, que
sdo duas citocinas (que protegem) bem estabelecias no modelo de amebiase em
camundongos®2.

Para se desenvolver uma vacina eficaz ndo precisa somente de antigenos
altamente purificados, mas de uma formulagdo adjuvante forte e que possa ser

testada também em ambientes clinicos32.

CONSIDERAGOES FINAIS

Embora até o ano de 2021 nenhuma das vacinas propostas tenham avangado
para a fase clinica, fica evidente que varios grupos de pesquisadores no mundo estao
empenhados nessa causa para que em um futuro proximo o desenho e a producao
de vacinas capazes de impedir as formas graves de amebiase humana seja uma

realidade.
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ANEXO A — NORMAS DA REVISTA DO INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE
SAO PAULO

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo (Journal of the S&o
Paulo Institute of Tropical Medicine) is a journal devoted to research on different
aspects of tropical infectious diseases. The journal welcomes original work on all

infectious diseases, provided that data and results are directly linked to human health.

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo follows the directives of
the Committee on Publications Ethics (COPE).

Resolution of conflict of interests will be the responsibility of the editor-in-chief, in
addition to the two associate editors and the journal’s administrative sector. Eventually,
area editors and members of the editorial board will be urged to give their opinion, and
more rarely, there will be a need for the opinion of a researcher working outside the

Institution.

All the submissions are analised at the arrival by the anti-plagiarism software
iThenticate. If problems of plagiarism are found, such as, a large percentage of text
identical to that of other publications that comprise entire paragraphs, even if they are
articles of the same authors (self-plagiarism), they will be informed of the ethical
infraction and the manuscript will be returned to the authors without entering the peer

review process.

The journal publishes, besides original articles, reviews, case reports, brief

communications and letters to the editor.

The manuscripts must be submitted only written in English, so we strongly advise
authors with English as a foreign language to have their manuscripts checked by a
scientist with English as a first language or preferably by one of the suggested
specialized companies:

authorserv:

http://www.authorserv.com/
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American Journal Experts:

http://www.journalexperts.com

Nature Publishing Group Editing Service:

https://languageediting.nature.com/

The receipt of a manuscript with the English usage considered inappropriate can lead
to the return of the article to the authors even before the beginning of the review

process.

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo established a fee that must

be paid by all the manuscripts accepted for publication.

These publication fees are essential to ensure quality, the increment of the journal's
impact factor and the number of citations, the maintenance of the electronic manuscript
submission and review system and finally the review of the English style and of

grammar issues.

The fees will be of US$400 for original articles and reviews; and of US$250 for case
reports, brief communications and letters to the editor. Only for Brazilian citizens, the
fees will be of BRL 1,500.00 for original articles and reviews; and of BRL 1,000.00 for
case reports, brief communications and letters to the editor. Once the manuscript has
been approved, the corresponding author will receive the instructions for the payment
of the publication fee. Thereafter, the corresponding author will receive the receipt of

payment to be able to apply for funding agencies reimbursement.

All types of manuscripts should be sent to the Revista do Instituto de Medicina Tropical
de S&o Paulo and they will be peer-reviewed (double-blind system) by two to four
reviewers of the Editorial Board and/or ad hoc reviewers.

The decision to accept a publication rests with the editors and is based mainly on the

recommendations of those reviewers.
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A cover letter stating the following items should be included in the proper place on the
submission website: 1) The manuscript and all parts of it have not been submitted
elsewhere; 2) There are no financial or other relationships of any of the manuscript
authors that might lead to any conflict of interest; 3) The submitted manuscript has
been read by all authors carefully, and all authors agree that the manuscript represents
their work. 4) Describe sources of funding that have supported the work. Please also
describe the role of the study sponsor(s), if any, in study design; collection, analysis
and interpretation of data; writing of the paper; and decision to submit it for publication;
5) The corresponding author will be responsible for the communication with the other
authors about revisions and final approval of the paper; 6) there is no need of
signatures in the cover letter. The manuscripts will be received only by online

submission at: http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo

On the same site, the authors can check the status of the submission at any time. The
electronic file will be used for the editorial assessment and online refereeing, and the
editorial decisions on the manuscript will be communicated to the corresponding
author. Only the corresponding author will be contacted and always by e-mail, so be

sure to designate an author who checks frequently the e-mail account.

Authors may suggest potential reviewers for their work provided that they give their e-
mail addresses and affiliations of each scientist they have proposed. Please do not

suggest scientists of the same institutions of the authors.

Form and preparation of manuscripts

Important recommendations:

a) In original and review articles, the sum of the number of figures and tables must not
exceed six. Exceptionally, and only after consulting the journal staff, the authors may
exceed this total number of six (figures + tables).

b) In order to improve the external validity of the manuscripts published in the Revista

do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, as well as our internationalization

process, we urge the authors to avoid the use of names of cities, states and provinces,
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especially in the titles of the articles, giving preference and only in cases of extreme
need, to the use of regions of a particular country. In the body of the manuscript,

authors must locate cities and regions using latitudes and longitudes.

c) Submissions with raw data or extensive supplementary material will have these files
stored (during the reviewing process of the manuscript and perpetually, in case of
publication), in the journal area at Scielo Data, available at
https://data.scielo.org/dataverse/brrimtsp/

The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo staff will curate and

analyze the data to be stored in the Scielo Data repository.

Types of articles:

Original Articles: The text must contain a maximum of 6,000 words including abstract
and references. The body of the manuscript should be preceded by a non-structured
abstract (with no sub-headings), with a maximum of 500 words. Then, authors should
proceed to sections of Introduction, Materials and Methods (containing the research’s
ethical approval) Results, Discussion and References (limited to 40). Pages should be
numbered consecutively in Arabic numerals. Tables and figures should be referred to
in the text, numbered and contain a brief specific title. Figures such as drawings, maps,
photographs, photomicrographs or electron micrographs should be planned to suit the
size of a single or double page column. Figures in black and white or in color should
be submitted in TIF format, with high resolution (1,200 DPI).

Review Articles: Should be presented in the same format of original articles. Review
articles are intended to investigators who are experts in a certain field and have made
substantial contributions to this specific area of knowledge. This type of manuscript
should focus on the description of the state of art, highlighting the major breakthroughs

regarding the subject. The number of references are limited to 60.

Brief Communications, Case Reports and Letters to the Editor: Should report new
observations of critical medical importance. Brief Communications should follow the
same format of original articles, not exceeding 2,500 words. Case Reports should

focus on clinical and laboratory findings, summarizing the introduction, limiting
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discussion to the essential, calling attention to novelties regarding diagnosis,
treatment, outcome of patients, not exceeding 2,000 words. Letters to the Editor should
state, from the beginning, why the subject merits this type of publication, highlighting
the innovative aspects attained by the research, not exceeding 1,500 words. In these
categories of manuscripts (Brief Communications, Case Reports and Letters to the
Editor), the number of references is limited to 20, and the attachments, which may be
figures (photographs, maps, graphics, etc.) or tables, must not exceed 3 (the sum of

figures and tables).

Acknowledgments: Should be brief, and should not include thanks to anonymous
referees and editors, or effusive comments. Private or Governmental organizations
that have provided financial support to the research should be mentioned, together

with the grants or contribution numbers and period of validity.

Authors’ Contributions: The Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo
encourages authors to include a statement to specify the individual contributions of

each co-author.

As the Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo reviewers work blindly,
the Acknowledgments, the Funding and the Authors’ Contributions must not be
included in the main text of the manuscript, and should be placed in the title page.
Those statements will be included in the body of the text on the final version of the

article.

References:

The list of references, including only those actually mentioned in the text or tables,
should be in Vancouver format, listed in order of the citation in the text, and numbered
consecutively in Arabic numerals followed by a dot. The citations on the text must be
in superscript format, only the numbers without parentheses.

Example: has been widely applied in clinical practice?

Example: according to the protocol used by Silva et al.**

References must be formatted as follows:
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a) Articles from journals: Last names and initials (only the two first initials) of all authors
(unless there are more than six, when only the first six names should be mentioned,
followed by et al.), full title of the article, title of the journal (title abbreviations by NLM
can be found on http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals), the year of
publication, the volume number, the number of the first and last pages.

Example: Leveau CM, Uez O, Vacchino MN. Spatiotemporal trends of cases of
pandemic influenza A(H1N1)pdmO09 in Argentina, 2009-2012. Rev Inst Med Trop Sao
Paulo. 2015;57:133-8.

Example: Yamamoto L, Santos EH, Pinto LS, Rocha MC, Kanunfre KA, Vallada MG,
et al. SARS-CoV-2 infections with emphasis on pediatric patients: a narrative review.
Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2020;62:€65.

b) Articles that have not yet been published, but already exist in the preprint format:
Last names and initials (only the two first initials) of all authors (unless there are more
than six, when only the first six names should be mentioned, followed by et al.), full title
of the article, title of the journal or of the repository (title abbreviations by NLM can be
found on http://www.ncbi.nim.nih.gov/nimcatalog/journals), the year of the preprint
submission, followed by the words In Press.

Example: Savarin MT, March JH, Reynolds CJ. Hypertension in pregnancy: from
pathophysiology to clinical practice. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2021 In Press.
Example: Yin D, Fang L, Liu J, Zhong X, Guo T, Wan X, et al. Characteristics of
cytokines in peripheral blood of hospitalized patients with 2019 novel coronavirus.
medRxiv. 2021 In Press.

c) Books: Last names and initials of all authors, full title of the book, edition, place of
publication, the publisher, and the year.

Example: Lewin JK. Genes and virus. 2nd ed. Boston: Jones and Bartlett; 2008.
Citing books is not prohibited, but authors should give preference to citing articles

published in indexed international scientific journals.

d) Chapter of books: Last names and initials of all authors of the chapter, full title of the
chapter, last names and initials of all authors of the book, full title of the book, edition,

place of publication, the publisher, the year, the pages of the chapter.
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Example: Ferreira HO. Doencga de Chagas. In: Farhat CF, Carvalho ES, Carvalho LH,
Succi RC, editores. Infectologia pediatrica. Sdo Paulo: Atheneu; 1998. p.531-7.
Citing chapters of books is not prohibited, but authors should give preference to citing

articles published in indexed international scientific journals.

f) Websites: Name of the organization, the full title of the document cited, place of
publication (if available), the publisher (if available), the year (if available), date of
citing, URL of the precise document cited (not the organization URL).

Example: World Health Organization. Leprosy elimination. [cited 2021 Feb 26].
Available from: http://www.who.int/lep/situation/new_cases/en/

Example: Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de
recomendacgdes para o controle da tuberculose no Brasil. 22 ed. Brasilia: Ministério da
Saude; 2019. [cited 2021 Feb 20]. Available from:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manual_recomendacoes_controle_tuber

culose brasil 2 ed.pdf

g) Thesis: The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo will not accept

the citation of master of Science, PhD thesis, or similar work.

h) Softwares: The softwares used should not originate references, but the
manufacturer and its location (city, State and country) should be cited in the text as is
the case for equipments and laboratory reagents:

Example: The SPSS statistical software (version 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

was used for all the calculations.

Ethical Guidelines:

Articles must state in the Material and Methods section that: 1) informed consent was
obtained from all human adult participants and from parents or legal guardians of
minors together with the approved consent of the Ethical Commission; 2) a consent
term was applied to study participants in the case of children over the age of seven
and adolescents besides the consent obtained from parents or legal guardians of
minors together with the approved consent of the Ethics Committee; 3) the
maintenance of and procedures on experimental animals comply with the guidelines

on the use of laboratory animals prevailing in the country of origin.
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Numbers:

Numbers that begin a sentence or those that are less than 10 should be spelled out
using letters. Centuries and decades should be spelled out, e.g. the Eighties or
Nineteenth Century. Laboratory parameters, time, temperature, length, area, mass,

and volume should be expressed using digits.

Units:

The International Unit System must be used, with the exception of blood pressure
values which are to be reported in mmHg. Please use the metric system for the
expression of length, area, mass, and volume. Temperatures are to be given in
degrees Celsius. Hours must be abbreviated as h, minutes as min, and seconds as s

(all of them without dots after the abbreviated word).

Devices and equipment:

The Materials and Methods section must include sufficient technical information to
allow the experiments to be repeated. The sources of all media (i.e., name and location
of manufacturer) or components of a new formulation must be provided.

When centrifugation conditions are mentioned, give enough information to enable
another investigator to repeat the procedure: brand of the centrifuge (manufacturer),
model of the equipment and model of the rotor, temperature, time at maximum speed,
and centrifugation force (X g instead of rotations per minute).

For devices and other products, the specific brand or trade name, the manufacturer
and their location (city, State, country) should be provided the first time the device or
product is mentioned in the text. Thereafter, the generic term (if appropriate) should be
used.

Example: QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden, Germany).

Names and identification of drugs and other products:

Authors are asked to use the Recommended International Nonproprietary Name (rINN)
for medicinal substances, unless the specific trade name of a drug is actually relevant
to the discussion. Generic drug names should appear in lowercase letters in the text.

If a specific proprietary drug needs to be identified, the brand name may appear only
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once in the manuscript in parentheses following the generic name the first time the
drug is mentioned in the text.

The description of new methods should be complete and provide sources of unusual
chemicals, reagents, equipment, or microbial strains. When large numbers of microbial
strains or mutants are used in a study, authors are asked to include tables identifying
the immediate sources (i.e., sources from whom the strains were obtained) and

properties of the strains, mutants, bacteriophages, plasmids etc.

Patient identification:

The informed consent is not needed if the patient cannot be identified from any material
in @ manuscript. In the absence of the informed consent, identifying details, such as
the patient initials, specific dates, specific geographic exposures, or other identification
features (including body features in figures), should be omitted, but this must not alter
the scientific meaning.

Important information that is relevant to the scientific meaning should be stated so that
the patient cannot be identified, e.g., by stating a season instead of a date, or a region
instead of a city.

If a patient can be identified from the material in a manuscript, the informed consent is
required. It can be obtained from the patient(s) or their parents/legal guardians in the
case of minors.

For children of seven years old or more, beyond the informed consent of the
parents/legal guardians, an informed assent of the child should be provided.

The Informed consent requires that the patient has had the opportunity to see and
approve the manuscript prior to submission. The written informed consent must state
either that the patient has seen and approved the complete manuscript, or that the
patient declined to do so.

The patient consent should be attached as an additional file at the time of the
manuscript submission. A statement attesting the receipt and archiving of the written

consent of the patient should be included in the published article.

Randomized Controlled Trials and Clinical Trials:
The Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo supports the policy of
Clinical Trials registration delivered by WHO and the International Committee of

Medical Journals Editors (ICMJE) recognizing the importance, in open access, of these
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initiatives for the registration and international knowledge of the information on clinical
studies. Therefore, from 2007 on, only papers of clinical research dealing with these
issues having an identification number provided by one of the clinical assays validated
by established criteria from WHO and ICMJE will be accepted. The addresses can be
found in the ICMJE site (http://www.icmje.org). The trial registration number should be

written at the end of the summary.

Submission of manuscripts:

The manuscripts will be received only by on-line submission at:
http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo, where the authors can check the
status of the submission at any time. The electronic file will be used for the editorial
assessment and the online refereeing. The editorial decisions on the manuscript will

be communicated to the corresponding author by e-mail.



