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Para meus pais, Giovanna, Cherie e Nina.

Amo Vvocés.



A ciéncia desperta um sentimento sublime.

(Carl Sagan)



Este artigo foi elaborado segundo as normas do periddico “Clinical and Biomedical

Research” apresentadas em anexo.



RESUMO

As polimixinas despertaram interesse nos ultimos anos como estratégia no
combate a infec¢des causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes, apos
terem sido praticamente abandonadas por anos devido a sua elevada
nefrotoxicidade. Com isso, ressurge, também, a necessidade de avaliar as
metodologias de deteccdo de resisténcia a essa classe de antibiéticos. Ambos os
comités internacionais de padronizacdo (CLSI e EUCAST) definem como método de
referéncia para esse fim a microdiluicio em caldo (BMD). Entretanto, diversos
estudos tém apontado a diluicio em agar (DA) como um método igualmente
satisfatorio, apresentando correlacdo aceitavel com a BMD, o que justificou sua
insercao, em 2020, no documento do CLSI como método aceitavel para a detecgao
da suscetibilidade a colistina. Inoculos mais volumosos (10 pL) foram essenciais
para que essa metodologia apresentasse performance adequada. Cabe ressaltar
gue, como qualquer metodologia, a DA apresenta desvantagens que devem ser
consideradas ao avaliar a possibilidade de implementac&o na rotina dos laboratérios
de microbiologia clinica. A triagem em agar (agar screening), uma variacao da DA, é
apresentada como uma opcao qualitativa e menos laboriosa para a rotina
laboratorial, com aplicacdo possibilitada pela estreita janela terapéutica das
polimixinas, onde a determinacdo da concentracao inibitéria minima pode ter menor
impacto no tratamento do paciente. Portanto, apesar de se tratar de um método
trabalhoso, a DA surge como um método confidvel para a determinacdo de
resisténcia as polimixinas, com possibilidade de utilizacdo da sua verséo qualitativa,

para fins de triagem.

Palavras-chave: Polimixinas, polimixina B, colistina, diluicdo em agar, microdiluicéo

em caldo.



ABSTRACT

The interest on polymyxins arised recently as a strategy to fight infections
caused by multidrug-resistant Gram-negative bacteria, after being practically
abandoned for years due to their high nephrotoxicity. Accordingly, the need to
evaluate the methodologies for detecting resistance to this class of antibiotics also
reappears. Both international standardization committees (CLSI and EUCAST) define
broth microdilution (BMD) as the reference method for this purpose. However,
several studies have pointed to agar dilution (AD) as an equally satisfactory method,
capable of agreeing with BMD, which justified its inclusion, in 2020, in the CLSI
document as an acceptable method for detecting susceptibility to colistin. Larger
inoculum (10 pL) were essential for this methodology to present the adequate
performance. It is worth mentioning that, like any methodology, AD has
disadvantages that must be evaluated when assessing the possibility of
implementation in the routine of clinical microbiology laboratories. Agar screening, a
variation of AD, is presented as a qualitative and less laborious option for laboratory
routine, with its application making it possible by the narrow polymyxin therapy
window, where the determination of the minimum inhibitory concentration may have
less impact on the patient treatment. Therefore, despite being a labourious method,
an AD arise as a reliable method for determining resistance to polymyxins, with the

possibility of using its qualitative version, for screening purposes.
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INTRODUCAO

As opcodes terapéuticas efetivas em casos de infeccdes por bactérias
multirresistentes sdo restritas atualmente. Esse cenéario levou a um interesse
aumentado por antimicrobianos ha tempos deixados de lado na pratica clinica, como
as polimixinas. As polimixinas sdo uma classe de antibiéticos descoberta na década
de 1940 e isoladas de uma bactéria encontrada no solo (Paenibacillus polymyxa).
Séo cinco polimixinas descritas, no entanto, apenas as polimixinas B e E (colistina)
tém aplicacéo clinica, sendo ambas associadas & elevada nefrotoxicidade™?.

As polimixinas sdo polipeptideos policatidbnicos ciclicos constituidos,
estruturalmente, por um anel heptapeptideo, acido 2,4-diaminobutirico e um acido
graxo ligado & estrutura por uma ligacdo amida®. A colistina se diferencia da
polimixina B em apenas um aminoéacido, estando presente a D-leucina ao invés de
D-fenilalanina na posicdo 6 do anel peptidico. Enquanto a polimixina B é
administrada ja como antibiotico ativo, a colistina tem sua administragdo na forma de
colistimetato de sddio, uma pré-droga que se converte em colistina na presenca de
liquidos biol6gicos®*.

Essa classe de antibidticos tem como alvo a membrana externa e
citoplasmatica de bactérias Gram-negativas. Agem ligando-se ao lipopolissacarideo
(LPS), mais especificamente ao lipideo A, deslocando os ions de calcio e magnésio,
responsaveis pela estabilizacdo da membrana, levando a um aumento da
permeabilidade e consequente perda de material citoplasmatico que resulta na
morte celular®®.

O recente interesse que as polimixinas tém levantado também chama a
atencdo para a necessidade de testes de suscetibilidade padronizados. Contudo,
caracteristicas como sua estrutura cationica, limitada difusdo em agar e afinidade
por plasticos constituem dificuldades para a determinacdo de um método
padronizado com performance adequada®’.

Em relacdo ao teste de disco-difusdo, o tamanho e carga das polimixinas
dificultam a sua difusdo através do agar, resultando em taxas significativas de falsa
suscetibilidade, comprometendo a performance do método®.

Da mesma forma, metodologias baseadas em fitas de gradiente de

concentracdo do antimicrobiano, tais como o Etest®, quando comparadas a



microdiluicdo em caldo (broth microdiluiton — BMD), apresentam erros muito graves
e falsa-suscetibilidade em funcdo da sua dificuldade de difusdo em agar. Assim,
estes métodos tém, também, performances néo aceitaveis para esse fim®.

O uso de sistemas automatizados permite a determinacdo mais rapida da
suscetibilidade aos antimicrobianos quando comparados a métodos manuais®. No
entanto, em relacdo a BMD, apresentam baixa sensibilidade na identificacdo de
isolados resistentes as polimixinas, se mostrando ndo confiaveis de forma geral,
principalmente quando diante de subpopulacdes heteroresistentes®. Estudos
comparativos demonstram, por exemplo, que o sistema Vitek 2° (bioMérieux) tem
baixa sensibilidade na deteccdo de resisténcia a colistina’®. Da mesma forma, o
sistema Phoenix® (BD Diagnostics) também parece ter altas taxas de falsa
suscetibilidade, com a tendéncia de subestimar a concentragdo inibitoria minima
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(CIM) e com baixa sensibilidade na deteccdo de heteroresisténcia
observacbes também se aplicam ao sistema MicroScan® (Beckman Coulter
Diagnostics)™.

Pela ma performance dos métodos discutidos acima, a BMD é considerada a
metodologia referéncia para a determinacdo da suscetibilidade as polimixinas®. No
entanto, deve-se ressaltar que é um meétodo trabalhoso e de dificil execucdo na
rotina de alguns, se ndo muitos, laboratorios de analises clinicas.

Nesse sentido, a avaliacdo de metodologias alternativas para a determinacéo
da suscetibilidade as polimixinas apresenta expressiva relevancia. A diluicdo em
agar (DA) tem sido avaliada por diversos autores para esse fim***’, demonstrando
forte correlagdo com os resultados da BMD. Embora, teoricamente, apresente um
certo grau de complexidade técnica, a DA evita a adeséo da polimixina ao plastico, o
gue pode ocorrer no método com caldo. A diluicdo em agar apresenta, ainda, a
vantagem de se poder testar multiplos isolados em apenas uma placa®°*%*°.

Atualmente, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) estabelece
pontos de corte clinicos para Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp., categorizando os isolados como “intermediarios” ou “resistentes”
a polimixina B ou colistina, utilizando, para isso, BMD, diluicdo em agar ou eluicédo
do disco em caldo®?. A categoria “sensivel” ndo esta presente, reiterando que,
mesmo frente a isolados suscetiveis, as polimixinas podem apresentar baixa
resposta clinica, 0 que esta associado as suas caracteristicas

farmacocinéticas/farmacodinamicas. JA& o European Committee on Antimicrobial



Susceptibility Testing (EUCAST) considera apenas a BMD como método de
referéncia para a determinacdo de resisténcia a colistina e estabelece pontos de
corte epidemiolégicos para a interpretacéo dos resultados®.

Esta revisdo bibliografica descritiva discute o método de diluicdo em agar,
suas caracteristicas, vantagens, desvantagens e modifica¢cdes, comparando-o com a

BMD para determinacao da suscetibilidade as polimixinas.

MICRODILUICAO EM CALDO

Na diluicio em caldo, uma suspensdo bacteriana de concentracao
padronizada é incubada na presenca de diversas concentracfes de antimicrobianos
(diluicdes seriadas) em um meio de cultura liquido. Duas variagbes do método sao
possiveis considerando o volume de caldo empregado: a macrodiluicdo, que utiliza
tubos de ensaio de vidro e um volume minimo de 2 mL de caldo; e a microdiluicéo,
empregando volumes de 0,05 a 0,1 mL em microplacas de poliestireno de 96
poOCos”.

Conforme comentado anteriormente, a microdiluicAo em caldo € o Uunico
método para determinacdo de CIM aprovado por ambos os comités internacionais
de padronizacdo, CLSI e EUCAST?*% com resultados consistentes quando
realizada de acordo com as recomendacdes das organizacdes citadas®*.

O CLSI recomenda a realizacdo da BMD em caldo Mueller-Hinton cation-
ajustado, com concentracdes seriadas de polimixina variando, por exemplo, entre
0,12 a 256 pg/mL, e um indculo bacteriano padronizado. O indculo, com turvacéo
correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland é diluido e adicionado a cada
poco da placa, com o objetivo de atingir uma concentracdo bacteriana final de,
aproximadamente, 5 x 10° UFC/mL*®. A CIM é definida como a concentracdo mais
baixa de antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel apos
incubacdo a 35 + 2°C*3, por 16-20h.

E necessario realizar a BMD com caldo Mueller-Hinton cation-ajustado pois
variacfes nas concentracdes de cations podem interferir na performance do teste.
De fato, célcio e magnésio reduzem a atividade in vitro das polimixinas,
possivelmente devido a interacdo destes cations com a membrana externa
bacteriana®>?°. Sabe-se que, para interferir na acdo bactericida da polimixina B, Ca?*

e Mg®" devem estar na concentracdo de 2 mM®. Baseado nisso, a concentracio



final no meio de cultura deve ser de 20-25 mg/L de célcio e 10-12,5 mg/L de
magneésio.

Quanto a cations como ferro, zinco e manganés, que podem estar presentes
na composicdo do agar MH, ainda ndo se sabe seu efeito sobre a acdo das
polimixinas. Entretanto, esses ions ja foram documentados afetando a CIM de outros
antimicrobianos como a tigeciclina®’. Reforca-se aqui a necessidade do controle de
qualidade dos meios para garantir tais concentracdes®°.

A BMD deve ser realizada em placas de poliestireno sem a adicédo de
surfactantes como o polisorbato 80 (P80)?%. E conhecida a tendéncia das polimixinas
de se aderirem a plasticos como o de placas utilizadas na BMD e estudos mostram
impacto significativo nas CIMs obtidas com o uso deste material®**. Essa aderéncia
seria eliminada através da adicdo do P80, um surfactante nao i6nico, na
concentracédo de 0,002%. Entretanto, foi demonstrado que o P80, per se, apresenta
certa atividade antimicrobiana. De fato, estudos sugerem que esse surfactante
apresenta atividade sinérgica com a polimixina B em concentragdes tdo baixas
quanto 0,001%%. Esse efeito seria causado pela acdo do surfactante n&do iénico
junto a membrana externa da bactéria, assim como agem as polimixinas. Dessa
forma, a adicdo do P80 tem maior peso na sua acao sinérgica do que reduzindo a
adesdao das polimixinas ao plastico, o que levou ambos os comités, CLSI e EUCAST,
a concordarem que a metodologia referéncia para determinacdo da CIM de
polimixinas n&o deve conter a adicdo de P80 ou outros surfactantes®*"3?,

Apesar de ser considerada a técnica de referéncia, alguns desafios podem
ser enfrentados com a BMD. Possivelmente, o principal deles é a ocorréncia de
skipped wells, dificultando a leitura e, consequentemente, a determinacdo da CIM.
Skipped well se refere ao ndo crescimento bacteriano em um poco, apesar do
crescimento em po¢os com maiores concentracdes do antimicrobiano. Landman et
al.* afirmam em seu estudo que isolados com multiplos skipped wells apresentariam
ClIMs ilegiveis quando determinadas por BMD.

Nesse sentido, o documento do CLSI estabelece que um unico skipped well é
aceitavel e que, nesses casos, 0 po¢o com a maior CIM deve ser considerado. No
entanto, isolados com mais de um skipped well devem ser considerados como tendo
CIM de polimixina ndo interpretavel®’. A presenca de skipped wells esta associada,

dentre outros fatores, & ocorréncia de heteroresisténcia®* que, ndo raras vezes, é



observada para as polimixinas, sendo mais frequente em algumas bactérias, tais

como Enterobacter spp.* e Acinetobacter baumannii®®.

DILUICAO EM AGAR

A diluicdo em &gar foi desenvolvida em 1929, porém passou a ser empregada
em suas versdes finais apenas na década de 1940 sendo utilizada até hoje®’. Se
trata de um método jA bem estabelecido que produz resultados quantitativos,
determinando a CIM de diversos antimicrobianos®"°,

Nesse método, o antimicrobiano é adicionado ao agar Mueller-Hinton em
concentracbes seriadas enquanto este ainda se encontra na forma liquida e a
mistura é vertida em placas, para solidificacdo. Cada placa corresponde a uma
concentracdo do antimicrobiano. Em geral, utiliza-se entre 6 e 12 placas para a
determinacdo da CIM, o que pode ser considerada uma desvantagem da técnica,
pelo excesso de trabalho envolvido.

Em relacdo ao in6culo bacteriano, deve-se partir de uma suspencao com
turvacao correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual sera diluida e
um volume sera aplicado na superficie da placa, de modo a obter uma concentracao
final de bactéria de, aproximadamente, 1 x 10* UFC/mL>*®%°. Como regra, o volume
de indculo adicionado é de 1 pL. As placas séo, entdo, incubadas por 18 a 24 horas
a 35 °C + 2°>%. Apds incubacao, é avaliada a presenca de coldnias na superficie do
agar e a CIM ¢é definida como a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de
inibir o crescimento de mais de uma colénia na superficie do agar*.

Apesar de considerado um método laborioso para a rotina laboratorial, a
diluicdo em agar tem sido aplicada em situacdes especificas. Por exemplo, € o
método de referéncia para a determinacdo da suscetibilidade de diversos géneros
bacterianos a fosfomicina e um dos métodos possiveis para determinar a
suscetibilidade de S. aureus a vancomicina***®. Diversos estudos ainda utilizam a
diluicdo em agar como método de referéncia, uma vez que ela apresenta resultados
confiaveis e reprodutiveis, para determinacdo de suscetibilidade a amoxicilina,

azitromicina, claritromicina, metronidazol, tetraciclina, levofloxacino e tigeciclina'***
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O EUCAST nédo recomenda a diluichio em &gar na determinacdo da

suscetibilidade as polimixinas. Ja, o CLSI incluiu no seu documento mais recente, de



janeiro de 2020, a recomendacao da utilizacdo da diluicio em &gar para esse fim.
No entanto, deve-se ressaltar que foi publicada a recomendagdo para a
determinacao da suscetibilidade a colistina, mas ndo a polimixina B utilizando DA.

As vantagens da DA incluem a possibilidade de testar multiplos isolados em
uma unica placa, além de se tratar de um método com bom custo-beneficio, alta
reprodutibilidade e confiabilidade na determinacdo da CIM>%*. Moskowitz et al. indica
em seu estudo que a diluicdo em agar € o método mais sensivel para a detec¢éo de
resisténcia as polimixinas em isolados de P. aeruginosa®®.

Tanto a polimixina B quanto a colistina consistem na mistura de compostos
guimicos com atividade antimicrobiana variavel. Essa variacdo entre 0s
componentes, lotes e fabricantes pode ser uma influéncia na determinacdo da
CIM*,

Embora a colistina seja amplamente utilizada no mundo, alguns paises, como
o Brasil, ttm acesso exclusivamente a polimixina B. Além disso, algumas instituicdes
preferem polimixina B em detrimento a colistina, devido ao fato de a primeira
apresentar perfil farmacologico levemente menos téxico as células renais. Diante
disso, e considerando que, apesar de semelhantes, sdo dois farmacos distintos que
devem ser tratados como tal, o CLSI ndo recomenda mais a utilizacdo de pontos de
corte de colistina para predizer suscetibilidade a polimixina B. Ao contrario,
estabeleceu pontos de corte especificos para ambos os compostos?®*’.

Para a realizacdo da DA, a colistina deve ser dissolvida em agua estéril e

adicionada ao agar MH de forma a obter-se diluigdes seriadas®'®*

. Quanto ao
volume do in6culo, Humphries et al. realizaram um estudo comparativo, que
embasou a publicacdo da técnica pelo CLSI, demonstrando que in6culos de 10 pL
apresentam resultados mais satisfatérios do que 1 pL. De fato, o volume maior do
inéculo esteve relacionado a percentuais menores de erros muito graves (very major
erros — VME), além de facilitarem a leitura e interpretacdo das CIMs. O beneficio do
in6culo de 10 pL € mais evidente quando avaliados isolados de Acinetobacter spp.,
para os quais houve aumento da concordancia categérica junto a reducdo de VME.
Além disso, testes interlaboratoriais demonstraram concordancia de 100% quando
utilizado maior volume de in6culo para isolados de Enterobacterales e P. aeruginosa
e 95,2% para A. baumannii®’.

Entre as desvantagens relacionadas a DA estdo o fato de ser um método

laborioso (embora possa ser semiautomatizado), e o preparo das placas requerer



tempo, uma vez que ndo estdo disponiveis comercialmente e que devem ser
utilizadas placas frescas, recém preparadas>*°. No entanto, um estudo avaliou a
estabilidade da colistina em 4gar em placas preparadas previamente e armazenadas
sob refrigeracdo. N&ao foram observadas discrepancias nas CIMs obtidas utilizando
placas armazenadas por 7 dias nessas condicdes se comparadas aquelas
preparadas imediatamente antes da realizacdo do teste’®. Esse é um achado
bastante relevante, j& que torna a realizacdo da técnica mais factivel para a
realidade dos laboratorios de microbiologia clinica.

Uma variavel a afetar os testes de diluicdo em agar poderia ser a distribuicao
heterogénea do antimicrobiano na placa. Nesse sentido, Turlej-Rogacka et al.
avaliou a distribuicdo da colistina no agar, encontrando igual distribuicdo em
diferentes pontos na mesma placa. Esses resultados, junto com as CIMs obtidas,
demonstraram alta reprodutibilidade, robustez e confiabilidade da diluicio em agar®.

Em comparagbes realizadas por estudos anteriores, encontrou-se uma
concordancia satisfatéria entre a diluicdo em agar e a microdiluicdo em caldo?°*8%,
Dafopoulou et al. apresentam percentual de suscetibilidade a colistina similares
entre os métodos de DA e BMD*. Em outro estudo, resultados semelhantes foram
encontrados observando-se uma concordancia de 97,6% entre os dois métodos na
determinacao da suscetibilidade a polimixina B, sendo verificado 2,4% de erro maior
(major error - ME)*.

Um estudo com 50 isolados clinicos empregando a adicdo de P80 encontrou
uma concordancia de 94% entre os dois métodos®®. Gales et al. aponta também uma
excelente concordancia entre DA e BMD, sendo que as divergéncias observadas
ficaram dentro do intervalo de uma diluicdo®. Variacdes de uma diluicdo para mais
ou para menos sao aceitaveis em testes de diluicbes seriadas, pois s&o
consideradas uma variacdo inerente ao método™’.

Turlej-Rogacka et al. concluiram em seu estudo que a DA seria 0 método de
melhor reprodutibilidade em relacdo a BMD, ja que a microdiluicio em caldo
apresentou importantes desvios, especialmente relacionados a heteroresisténcia. Os
autores apontam que esse fenbmeno poderia superestimar as CIMs, caracterizando
isolados suscetiveis como resistentes (ME) as polimixinas®.

No entanto, um contraponto a essa afirmacdo € o fato de que os inéculos
maiores utilizados na BMD (5 x 10°> UFC/mL) em relacdo a DA (1 x 10* UFC/mL)

seriam benéficos para a determinacdo de subpopulacdes resistentes em isolados



clinicos suscetiveis a colistina, representando, entéo, uma limitacdo da DA*. Tais
subpopulacdes tém grande possibilidade de emergir e se tornarem dominantes,
especialmente ao longo do tratamento, e a deteccdo de heteroresisténcia no
laboratério pode ser de vital importancia. Ainda no que diz respeito a
heteroresisténcia, Lo Ten Foe et al. aponta discrepancias nas CIMs obtidas por DA e
BMD de isolados de E. cloacae heteroresistentes, reiterando a influéncia importante
desse fendmeno na determinacéo da CIM?.

Alguns estudos apontam a tendéncia de obter-se CIMs maiores pelo método
da DA em relacdo a BMD"*°. Ezadi et al. sugere que a razdo para isso seria as
diferentes concentracBes de cétion presentes no agar MH, enquanto o caldo tem
parametros definidos para célcio e magnésio®'. Novamente, um adequado controle
de qualidade reveste-se de particular importancia para garantir que a composicao do
agar MH néo influencie na atividade das polimixinas e, consequentemente, na
performance da DA.

Uma vez que as polimixinas apresentam janela terapéutica estreita, a
determinacdo da CIM pode nao ser essencial, especialmente quando comparado a
antimicrobianos com janelas terapéuticas amplas, tais como os beta-lactamicos.
Portanto, definir, por exemplo, que um determinado microrganismo tem CIMs de
polimixinas =24 pg/mL, caracterizando-o como resistente, pode ser suficiente para o
adequado tratamento do paciente. Isso torna os testes de triagem em agar (agar
screening) opcodes tentadoras para a implementacdo na rotina de laboratorios de
bacteriologia clinica, ja que sdo menos trabalhosos que a diluicdo em agar.

Neste caso, uma Unica placa de agar € necessaria, pois apenas uma
concentragdo, geralmente aquela correspondente ao ponto de corte, € empregada.
Diferentemente da diluicio em &gar, este se trata de um método qualitativo e o
crescimento de mais de uma coldnia na superficie do agar classifica o isolado como
resistente ou suscetivel, respectivamente.

Apesar de qualitativo, a triagem em agar € um método de simples execucéao e
gue nao requer equipamentos especiais como descrevem Nordmann et al. em seu
estudo, no qual apresentam um meio de cultura universal para o screening de
bactérias gram-negativas resistentes as polimixinas, utilizando colistina como
antimicrobiano testado. A sensibilidade e especificidade encontradas foram de 100%

independentemente do mecanismo de resisténcia as polimixinas®. Outros estudos



também consideraram esse meio como adequado para a triagem de resisténcia a

colistina®*®,

CONCLUSOES

A escassez de novos antimicrobianos capazes de combater bactérias Gram-
negativas multirresistentes tem atraido o interesse por antibioticos que haviam caido
em desuso como as polimixinas, que possuem elevada toxicidade, especialmente
renal. Com isso, ressurge também a necessidade de determinar e avaliar os
métodos de deteccdo de resisténcia as polimixinas. Para isso, a microdiluicdo em
caldo € o método de referéncia.

No entanto, a diluicdo em agar tem demonstrado excelente performance na
deteccdo da suscetibilidade as polimixinas, justificando sua inser¢do no documento
mais recente do CLSI, como metodologia indicada para esse fim. De fato, estudos
demonstram uma excelente correlagéo entre a diluicdo em agar e a microdiluicdo em
caldo.

Deve-se salientar que ambos os métodos tém suas vantagens e
desvantagens, que variam desde o preparo dos meios até a leitura do resultado, e
gue devem ser avaliadas no momento da selecdo do método para a implementacao
na rotina laboratorial.

Uma possibilidade mais simples para a determinacéo de resisténcia para uso
clinico é triagem em &gar, um teste qualitativo baseado na diluicdo em agar. Devido
a janela terapéutica estreita, a determinacdao da CIM, pode ndo ser essencial em
muitas situacdes clinicas. Assim, a triagem em agar € um método atrativo para os

laboratorios clinicos, jA que € menos trabalhoso e tem melhor custo beneficio.
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Escopo e politica
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de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (FAMED/UFRGS). E um periédico cientifico de acesso livre que tem a finalidade de publicar
trabalhos de todas as areas relevantes das Ciéncias da Saude, incluindo pesquisa clinica e basica. Os
critérios de selegéo para publicagao incluem: originalidade, relevancia do tema, qualidade metodoldgica e
adequacdo as normas editoriais da revista.

A CBR apoia as politicas para registro de ensaios clinicos da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
[http://www.who.int/ictrp/en/] e do International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)
[http://www.icmje.org/clin_trial.pdf]. Sendo assim, somente serdo aceitos para publicagdo os artigos de
pesquisas clinicas que tenham recebido numero de identificagdo do Registro Brasileiro de Ensaios

Clinicos (ReBEC) http://www.ensaiosclinicos.gov.br ou de outro banco de dados oficial dedicados ao

registro de ensaios clinicos.

Todos os artigos publicados sao revisados por pares anénimos. Uma vez que o artigo seja aceito para
publicagédo, os seus direitos autorais sdo automaticamente transferidos para a revista. O contetudo do
material enviado para publicacdo na CBR implica que o0 mesmo néo tenha sido publicado e n&o esteja
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Forma e preparagao de artigos

SERAO CONSIDERADOS PARA PUBLICAGAO

Editorial

Comentario critico e aprofundado, preparado a convite dos editores e submetido por pessoa com notério
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Artigos de Revisao

Artigos que objetivam sintetizar e avaliar criticamente os conhecimentos disponiveis sobre determinado
tema. Devem conter até 6.000 palavras. Esses artigos devem apresentar resumo, ndo estruturado com
numero nao superior a 200 palavras (exceto revisGes sistematicas — ver estrutura de resumo em ‘Artigos
Originais’) e uma lista abrangente, mas preferencialmente n&o superior a 80 referéncias.

Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apos as referéncias) e as figuras devem

ser enviadas como documento suplementar em arquivos individuais.

Artigos Especiais
Manuscritos exclusivamente solicitados pelos editores, sobre tema de relevancia cientifica, a autores com
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Artigos Originais
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pesquisa. A sua estrutura de texto deve apresentar os tépicos: Introdugdo, Métodos, Resultados e
Discussédo. A(s) conclusdo(bes) deve(m) estar no ultimo paragrafo da Discussdo, ndo sendo necessaria
uma secéao especifica. Implicagbes clinicas e limitagbes do estudo devem ser apontadas. Para os artigos
originais, deve-se apresentar um resumo estruturado (Introdugdo, Métodos, Resultados e Conclusdes),
caso o artigo for escrito no idioma portugués, devera apresentar também o resumo e titulo em inglés. O
Resumo e o Abstract ndo devem exceder 250 palavras.

Os artigos submetidos nesta categoria ndo devem exceder 3.000 palavras. Tabelas devem ser incluidas
no mesmo arquivo do manuscrito (apdés as referéncias) e as figuras devem ser enviadas como

documentos suplementares em arquivos individuais.

Relatos de Caso

Sao artigos baseados em casos peculiares e comentarios sucintos sobre a importancia do caso em
relagdo ao conhecimento atual na area. Devem conter até 1.000 palavras, com um total de, no maximo,
duas tabelas ou figuras e 15 referéncias, ja que o objetivo dos relatos ndo é apresentar uma revisdo
bibliografica.

A sua estrutura deve apresentar os seguintes tdpicos: Introdugdo, explicando a relevancia do caso;
Apresentagéo do caso (Relato do Caso) e Discussdo. Os relatos de casos devem descrever achados

Novos ou pouco usuais, ou oferecer novas percepgdes sobre um problema estabelecido. O conteudo deve
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limitar-se a fatos pertinentes aos casos. O sigilo em relagédo a identificacdo dos pacientes é fundamental,
nao devendo ser relatadas datas precisas, iniciais ou qualquer outra informagao nao relevante ao caso,
mas que eventualmente possa identificar o paciente. Os Relatos de Caso devem ter Resumo nao
estruturado com no maximo 150 palavras.

Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apds as referéncias) e as figuras devem

ser enviadas como documentos suplementares em arquivos individuais.

Relatos de Casos: Imagens em Medicina
Secéo destinada a publicagdo de Imagens elucidativas, ndo usuais e/ou de amplo interesse de situagbes
médicas. Deve conter até 500 palavras e um total de cinco referéncias. Duas a trés imagens (resolugao

minima de 300 dpi).

Cartas
Opinides e comentarios sobre artigo publicado na Revista, sobre temas de relevancia cientifica e/ou
observagdes clinicas preliminares. O texto deve ser breve com, no maximo, 500 palavras. Apenas uma

tabela e uma figura sdo permitidas e, no maximo, cinco referéncias. Nao devem ter resumo.

Comunicagodes Breves

Comunicagbes breves sdo resultados preliminares de pesquisas originais ou estudos mais pontuais que
contém todas as informagdes relevantes para que o leitor possa avaliar os seus resultados e conclusées,
bem como replicar a pesquisa. A estrutura é semelhante a artigos originais; no entanto, o resumo
(Portugués, Espanhol, ou Inglés) ndo deve exceder 150 palavras e o texto ndo deve exceder 1.200

palavras. Ter no maximo duas Tabelas ou Figuras.

Suplementos

Além dos numeros regulares, a CBR publica o suplemento da Semana Cientifica do HCPA.

CONFLITOS DE INTERESSE

Conflitos de interesse surgem quando o autor tem relagdes pessoais ou financeiras que influenciam seu
julgamento. Estas relagbes podem criar tendéncias favoraveis ou desfavoraveis a um trabalho e prejudicar
a objetividade da andlise. Os autores devem informar sobre possiveis conflitos de interesse na ocasido
do envio do manuscrito. Cabe ao editor decidir se esta informag¢do deve ou ndo ser publicada e usa-la
para tomar decisGes editoriais. Uma forma comum de conflito de interesse é o financiamento de
trabalhos de pesquisa por terceiros, que podem ser empresas, 6rgaos publicos ou outros. Esta obrigagao

para com a entidade financiadora pode levar o pesquisador a obter resultados que a satisfagam, tornando
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o estudo tendencioso. Autores devem descrever a interferéncia do financiador em qualquer etapa do
estudo, bem como a forma de financiamento e o tipo de relacionamento estabelecido entre patrocinador
e autor. Os autores podem optar por informar nomes de pareceristas para os quais seu artigo ndo deva

ser enviado, justificando-se.

PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE

Informagdes e imagens de pacientes que permitam sua identificagdo s6 devem ser publicadas com
autorizagao formal e por escrito do paciente, e apenas quando necessarias ao objetivo do estudo. Para a
autorizagao formal, o paciente deve conhecer o conteudo do artigo e ter ciéncia de que este artigo podera
ser disponibilizado na internet. Em caso de duvida sobre a possibilidade de identificacdo de um paciente,
como fotos com tarjas sobre os olhos, deve ser obtida a autorizagdo formal. No caso de distor¢éo de
dados para evitar identificagdo, autores e editores devem assegurar-se de que tais distorgdes ndo

comprometam os resultados do estudo.

EXPERIENCIAS COM SERES HUMANOS E ANIMAIS

Toda matéria relacionada com pesquisa em seres humanos e pesquisa em animais deve ter aprovagao
prévia de Comité de Etica em Pesquisa (CEP) ou Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA),
respectivamente. Os trabalhos deverédo estar de acordo com as recomendagdes da Declaragdo de
Helsinque (vigente ou atualizada), das Resolugcdes CNS 466/2012 e complementares e da Lei
11.794/2008 para estudos em animais. E importante indicar o nimero do registro do projeto no
respectivo Comité ou Comissao de Etica, bem como da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa

(CONEP), se aplicavel.

PREPARO DO ARTIGO
O cadastro no sistema como autor e posterior acesso com login € senha sao obrigatérios para

submissao e verificagdo do estagio das submissdes.

Identificagao: devem constar: a) Titulo do artigo, claro e conciso. Ndo usar abreviaturas. Titulo reduzido
para constar no cabegalho e titulo no idioma inglés; b) Nome completo dos autores; c) Afiliagdo dos
autores com a indicagdo da instituicdo e a unidade de vinculo (titulos pessoais e cargos ocupados ndo
deverdo ser indicados); d) Indicacdo do autor correspondente, acompanhada do endereco institucional
completo; e) Trabalho apresentado em reunido cientifica, indicar o nome do evento, o local e a data da

realizagdo.
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OS NOMES DE TODOS OS AUTORES DO MANUSCRITO DEVEM SER INDICADOS
NO SISTEMA COM OS RESPECTIVOS ENDEREGOS ELETRONICOS.

Resumo e Palavras-chave: os artigos devem conter o resumo em portugués e em inglés. Verificar a
estrutura e o numero maximo de palavras conforme descrito para cada tipo de artigo especifico (ver
anteriormente). Os resumos estruturados, exigidos apenas para os artigos originais, devem apresentar,
no inicio de cada paragrafo, o nome das subdivisbes que compdem a estrutura formal do artigo
(Introdugédo, Métodos, Resultados e Conclusdes). As palavras-chave, expressdes que representam o
assunto tratado no trabalho, devem ser em numero de 3 a 10, fornecidas pelo autor, baseando-se no
DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude) publicado pela Bireme, que é uma tradugdo do MeSH (Medical
Subject Headings) da National Library of Medicine, disponivel no endereco eletronico: http://decs.bvs.br.
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Manuscrito: devera obedecer a estrutura exigida para cada categoria de artigo. Citagdes no texto e as
referéncias citadas nas legendas das tabelas e das figuras devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que aparecem no texto, com algarismos arabicos.

As referéncias devem ser citadas no texto sobrescritas, conforme o exemplo: Texto'. texto1'3, texto®®.

Tabelas: devem ser numeradas consecutivamente, com algarismos arabicos, na ordem em que foram
citadas no texto e encabegadas por um titulo apropriado. Devem ser citadas no texto, mas deve-se evitar
a duplicacdo de informagdo. As tabelas, com seus titulos e rodapés, devem ser autoexplicativas. As
abreviagdes devem ser especificadas como nota de rodapé sem indicagdo numérica. As demais notas de

rodapé deverao ser feitas em algarismos arabicos e sobrescritas.

Figuras e gréficos: as ilustragdes (fotografias, graficos, desenhos, etc.) devem ser enviadas em arquivos
separados, em formato JPG (em alta resolugdo — no minimo, 300 dpi). Devem ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto e serem
suficientemente claras para permitir sua reproducédo e estarem no mesmo idioma do texto. Nao seréo
aceitas fotocopias. Se houver figuras extraidas de outros trabalhos previamente publicados, os autores
devem providenciar a permissao, por escrito, para a sua reproducgdo. Esta autorizagdo deve acompanhar
0s manuscritos submetidos a publicacdo. As figuras devem possuir um titulo e legenda (se necessario).

Ambos devem preceder a figura propriamente dita.
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Instrugdes aos Autores

Abreviagoées: as abreviagdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizagdo. No

restante do artigo, ndo é necessario repetir o nome por extenso.

Nome de medicamentos: deve-se usar 0 nome genérico.

Havendo citagao de aparelhos/equipamentos: todos os aparelhos/equipamentos citados devem incluir

modelo, nome do fabricante, estado e pais de fabricagao.

Agradecimentos: devem incluir a colaboracdo de pessoas, grupos ou instituicdes que tenham
colaborado para a realizagdo do estudo, mas cuja contribuicdo n&o justifique suas inclusbes como
autores; neste item devem ser incluidos também os agradecimentos por apoio financeiro, auxilio técnico,

etc. Devem vir antes das referéncias bibliograficas.

Conflitos de interesse: Caso haja algum conflito de interesse (ver anteriormente) o mesmo deve ser

declarado. Caso ndo haja, colocar nesta segéo: “Os autores declaram nao haver conflito de interesse”

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na mesma ordem em que foram citadas no texto
e identificadas com algarismos arabicos. A apresentagio devera estar baseada no formato denominado

“Vancouver Style”, conforme exemplos abaixo, e os titulos de periédicos deverdo ser abreviados de
acordo com o estilo apresentado pela List of Journal Indexed in Index Medicus, da National Library of

Medicine e disponibilizados no enderego: ftp://nimpubs.nim.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf. Os autores

devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de referéncias com datas
exatas e nomes de autores corretamente grafados. A exatiddo das referéncias bibliograficas é de
responsabilidade dos autores. Comunicagdes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderao ser
citados quando absolutamente necessarios, mas ndo devem ser incluidos na lista de referéncias e
apenas citados no texto. Caso entendam necessario, os editores podem solicitar a apresentagdo de

trabalhos n&o publicados citados no manuscrito.

Exemplos de citagao de referéncias:

Artigos de periodicos (de um até seis autores)

Almeida OP. Autoria de artigos cientificos: o que fazem os tais autores? Rev Bras Psiquiatr. 1998;20:113-6.
Artigos de periédicos (mais de seis autores)

Slatopolsky E, Weerts C, Lopez-Hilker S, Norwood K, Zink M, Windus D, et al. Calcium carbonate as a phosphate
binder in patients with chronic renal failure undergoing dialysis. N Engl J Med. 1986;315:157-61.
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Artigos sem nome do autor
Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J. 1994;84:15.

Livros no todo

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

Capitulos de livro
Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors. Hypertension:
pathophysiology, diagnosis, and management. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p. 465-78.

Livros em que editores (organizadores) sao autores

Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

Teses

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access and utilization [dissertation]. St. Louis (MO):
Washington Univ.; 1995.

Trabalhos apresentados em congressos

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in medical informatics. In:
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the 7th World Congress on
Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland;1992. p. 1561-5.

Artigo de periédico em formato eletrénico
Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial online] 1995 Jan-Mar
[cited 1996 Jun 5];1(1):[24 screens]. Available from: URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Outros tipos de referéncia deverao seguir o documento
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals: Sample References

bttp://www.nlm.nih.gov, niform_r: irements.html
Requisitos técnicos
Arquivo word (doc ou .rtf), digitado em espago duplo, fonte tamanho 12, margem de 2 cm de cada lado,

pagina de titulo, resumo e descritores, texto, agradecimentos, referéncias, tabelas e legendas e as

imagens enviadas em formato jpg ou tiff com resolugdo minima de 300dpi.
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