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RESUMO

Amebas de Vida Livre representam agentes que podem ser potenciais para
infecgbes em humanos e podem ser encontrados nos mais variados habitats, como
poeira, ar atmosférico, agua, rios e lagos. O género Acanthamoeba spp. possui
varias espécies com esse potencial patogénico, que podem provocar graves
doencas, como a Ceratite Amebiana e a Meningoencefalite Amebiana Primaria. As
Amebas de Vida Livre podem permanecer viaveis por varios anos em todos os tipos
de ambientes, inclusive hospitalares, sendo capazes de ocasionarem varios tipos de
infeccbes, esperando apenas 0 momento oportuno para realizarem a lise e
proliferacdo. O objetivo deste trabalho foi identificar a presenca de amebas de vida
livre na poeira de ar condicionado unidade de Terapia Intensiva Pediatrica do
Hospital Santa Cruz (HSC), de Santa Cruz do Sul, RS, e classificar sugestivamente
as amostras quanto ao seu género e potencial patogénico. A cultura monoxénica
das amostras foi realizada com agar ndo nutriente recobertas com suspenséo de
Escherichia coli inativadas pelo calor e incubadas por 10 dias com verificacdo diaria
de crescimento amebiano e observacdo em microscépio, e entdo foi realizado o
repique e clonagem das amebas. A identificacdo dos géneros foi realizada por meio
de caracteristicas morfolégicas, seguindo os critérios de PAGE (1988). Testes de
termotolerancia apresentaram 60% de crescimento a 37°C e 22% a 42°C. Destas
amostras, 18% sdo consideradas altamente patogénicas, pois apresentaram
crescimento em ambas as temperaturas. Testes de osmotolerancia foram realizados
para verificar o potencial patogénico das amebas de vida livre presentes em cada
amostra e houve crescimento de 44% na concentracdo de 0,5M de manitol. Este foi
um estudo pioneiro nesse hospital, com a finalidade de apresentar as espécies de
amebas de vida livre presentes nas amostras de ar condicionado da Unidade de
Terapia Intensiva Pediatrica, e 0 seu potencial patogénico para seres humanos. A
identificacdo sugestiva do género das amebas foi possivel, bem como a
classificagcdo quanto ao seu grau patogénico.

Palavras-chave: amebas de vida livre; Acanthamoeba; termotolerancia;
osmotolerancia.



ABSTRACT

Free-living amoebae represent potential agents that may be for infections in humans
and can be found in various habitats, such as dust, atmospheric air, water, rivers and
lakes. The genus Acanthamoeba spp. It has several species with this pathogenic
potential, which can cause serious diseases such as keratitis Amebic and
meningoencephalitis Amebic Primary. The Free-living amoebae can remain viable for
several years in all types of environments, including hospitals, being capable of
occasioning various kinds of infections, just waiting for the right moment to perform
lysis and proliferation. The objective of this study was to identify the presence of
amoebas of free life in dust air conditioning unit Pediatric Intensive Care Hospital
Santa Cruz (HSC), Santa Cruz do Sul, RS, and sort suggestively samples as to their
gender and potential pathogenic. The monoxénica culture samples was performed
with non-nutrient agar coated with a suspension of Escherichia coli heat inactivated
and incubated for 10 days with daily amebic growth verification and observation
under a microscope, and then subculture was performed and cloning of amoebae.
The identification of the genera was performed by morphological characteristics, the
following criteria PAGE (1988). thermotolerance tests showed 60% growth at 37 and
22% at 42 ° C. Of these samples, 18% are considered to be highly pathogenic, it
grew at both temperatures. osmotolerancia tests were performed to check the
pathogenic potential of free-living amoebae present in each sample and there was
growth of 44% at a concentration of 0.5 M mannitol. This was a pioneering study in
this hospital, in order to present the species of free-living amoebae present in air
conditioning samples of Pediatric Intensive Care Unit, and its pathogenic potential for
humans. The suggestive identification of amoebae genre was possible, and the
classification as to its pathogenic degree.

Keywords: free-living amoebae; Acanthamoeba; thermotolerance; osmotolerancia.
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1 INTRODUCAO

Amebas de vida livre sé@o protozoarios distribuidos nos mais variados habitats,
como agua, solo, poeira, alimentos e ar atmosférico. Sao resistentes as mais
variadas temperaturas e pH, podendo estar presente no solo por muitos anos. Em
seu interior, bactérias, virus ou outros protozoarios podem ser usados como alimento
(COULON et al., 2010).

Protozoarios do género Acanthamoeba spp. constituem um grupo de amebas
com elevado potencial patogénico, sendo ou ndo oportunistas para infeccdo, mas
sdo capazes de provocar infecgbes graves e fatais. Sao responséveis pela Ceratite
Amebiana, uma grave infeccdo ocular que pode levar a cegueira e a
Meningoencefalite Amebiana, doenca grave com evolucdo rapida e fatal
(QVARNSTROM et al., 2006).

Baseando-se no fato de que amebas de vida livre podem estar presentes em
praticamente todos os locais, com possibilidade de ficarem inativas por varios anos a
espera de um hospedeiro para causar infec¢des, e também da possibilidade de
estarem presentes em ambientes hospitalares, onde existem grande quantidades de
pacientes imunocomprometidos, este tipo de estudo € fundamental para que
divulgue a necessidade de um maior aprofundamento sobre conhecimentos relativos
as amebas, seus habitats e técnicas de identificagdo. Ndo menos importante, &
necessario também um aprofundamento nas gravissimas doencas que elas
provocam e também na possibilidade de abrigarem bactérias altamente patogénicas
(SCHUSTER,; VISVESVARA, 2004).

Algumas espécies de micobactérias conseguem se tornar resistentes a
fagocitose da Acanthamoeba spp., e isso faz com que se desenvolvam em seu
interior, tornando-as altamente patogénicas para doencas e infeccdes. Essas
micobactérias estdo muito presentes em ambientes hospitalares e sdo responsaveis
por infec¢coes em seres humanos (KOH et al., 2011).

Endossimbiontes de Acanthamoeba spp representam um grande risco para a
saude humana, pois usam o DNA das amebas para se tornarem resistentes e se
reproduzirem sem lhes causar nenhum dano, fazendo com que elas se tornem
vetores de doencgas. Um cuidado especial quanto essas micobactérias que podem
se desenvolver dessa maneira deve ser dado no ambito do ambiente hospitalar,

onde podem se propagar e contaminar instrumentos cirdrgicos que ndo podem ser



autoclavados, podendo assim abrigar amebas que estdo somente aguardando um
momento proprio para efetuar lise e proliferar a infec¢cdo (ESSER et al., 2008).

Nesse sentido, o estudo dos endossimbiontes de Acanthamoeba spp. tem se
mostrado também de grande importancia, pois através dessa identificacdo
consegue-se 0 diagndstico prematuro da infeccdo e um maior sucesso no seu
tratamento, pois a exposicao a esses agentes causadores de doencas € acentuado,
devido sua grande distribuicdo e presenca nos mais variados ambientes, inclusive
hospitalares (CABRAL, PUFFENBARGER, CABRAL, 2000).

O presente estudo tem a finalidade de identificar sugestivamente amebas de
vida livre em amostras de poeira da unidade de Terapia Intensiva Pediatrica do
Hospital Santa Cruz, e através de teste de tolerancia identificar seu potencial

patogénico.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a presenca de amebas de vida livre em amostras de poeira de ar
condicionado da Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica do Hospital Santa Cruz e
classificar sugestivamente essas amostras quanto ao seu género e seu potencial

patogénico.

3.2 Objetivos especificos

v' Identificar a presenca de Acanthamoeba spp;
v' Realizar testes de tolerancia para verificar o potencial patogénico;

v' Classificar as amostras segundo os critérios morfolégicos de PAGE 1988.



4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Amebas de Vida Livre

As amebas de vida livre sdo protozoarios unicelulares distribuidos
amplamente em ambientes tanto naturais como artificiais. Podem ser encontradas
abundantemente em variados habitats, como agua doce, agua salgada, agua
mineral engarrafada, ar atmosférico, solucdes para lentes de contato e de lavagem
de olhos, esgoto, solo, poeira, alimentos, umidificadores, unidades de dialise e até
mesmo em individuos saudaveis (CABRAL, PUFFENBARGER, CABRAL, 2000;
MORALES et al., 2005).

Resistem a variacOes extremas de temperatura e outras condi¢cdes adversas,
podendo sobreviver a todas as fases do processamento de saneamento de agua.
Séo fagocitos onipresentes e tem a capacidade de alternarem de trofozoitos. Nessa
fase, sua alimentacdo € baseada em bactérias, fungos ou algas. A alimentacéo de
bactérias ocorre por fagocitose, entretanto algumas bactérias podem resistir a essa
fagocitose multiplicando-se no interior das amebas de vida livre, representando um
grande risco de saude publica. Sao patdgenos oportunistas ou parasitas facultativos,
nao necessitando de um hospedeiro para auxiliar na transmissdo da doenca e nao
ocorre transmissao de hospedeiro para hospedeiro (OVRUTSKY et al., 2013;
FOUQUE et al., 2012).

Mesmo com frequente exposicdo da populagdo as amebas de vida livre, ndo
sdo relatados maiores danos a saude, mas elas podem causar ceratite, uma
infeccdo oportunista do sistema nervoso central. Isso faz com que seu estudo seja
de grande interesse por serem ainda reservatorios para inumeras bactérias
patogénicas (REVIERE et al., 2006; MAGSHOOD et al., 2005).

Amebas de vida livre sédo importantes predadores de organismos procariotas,
microrganismos eucarioticos, bactérias e fungos, exercendo uma grande influéncia
sobre a comunidade microbiana. Alimentam-se ainda de microbios, e isso faz com
que contribuam para o crescimento de plantas, mineralizacdo do solo e ciclos de
nutrientes (ESSER et al., 2008; GREUB, RAOULT 2004).

Atualmente sabe-se que amebas de vida livre podem causar
meningoencefalite, encefalite granulomatosa, ceratite (Ulcera da cornea) e infeccbes

nasofaringeas e cutaneas, o que faz com que sejam necessarias pesquisas para
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melhor compreensao desses parasitas, bem como sua patogenia e epidemiologia.
Existem varias espécies dispersas na natureza, mas apenas algumas podem atingir
seres humanos. Dentre elas, podemos citar a Familia Schizopyrenidae, constituida
por 14 géneros, com apenas uma espécie, Naegleria fowleri, considerada
patogénica; Familia Hartmanellidae, constituida por 23 géneros, entre eles o género
Acanthamoeba que apresenta 8 espécies de interesse: A. cullbertsoni. A. castellanii,
A. polyphaga, A. royreba, A. astronyxis, A. hatchetti, A. rhysodes e A. palestinesnis.
Para diagnéstico em patologias humanas, € adotado como Acanthamoeba sp. ndo
designando a espécie; Familia Leptomyxidae (da ordem Leptomyxida) onde estdo as
espécies Leptomyxida e Balamuthia mandrilaris (NEVES et al., 2005).

Em um estudo sobre a biodiversidade de amebas e amebas resistentes a
bactérias em uma rede de agua hospitalar, THOMAS et. al.,, (2006) coletou 200
amostras, desde amostras de agua, esfregacos de torneiras e de chuveiros. As
amostram foram coletadas da unidade de terapia intensiva, unidade cirargica e
enfermaria de clinica médica e foi utilizado o método de PCR com sequenciamento
do gene 18S rRNA. Uma estirpe de Acanthamoeba polyphaga foi isolada a partir de
um swab de agua da torneira e sobreviveu as temperaturas de 44 e 47° C, porém
ndo apresentou crescimento nessa faixa de temperatura. Micobactérias foram
isoladas em maiores quantidades e também através de sequenciamento do gene
16S rRNA por PCR. Comprovando que micobactérias estdo diretamente associadas
com amebas de vida livre nas redes de agua. Neste estudo foi demonstrado que
micobactérias podem crescer em co-culturas de amebas in vitro, e isso permitiu que
uma nova espeécie pudesse ser isolada, Mycobacterium massiliense, a partir de um
escarro de um paciente.

FUKUMOTO et al., (2010) coletaram 90 amostras, de modo aleatorio, do piso,
pias e saidas do coletor de ar condicionado de um hospital na Universidade de
Hokkaido, no Japdo. Para a identificacdo das espécies os autores também utilizaram
a técnica de PCR. Com essas amostras, foi possivel realizar o isolamento de
Paraclamydia acanthamoebae, uma bactéria intracelular que infecta amebas de vida
livre. E considerada altamente patogénica em humanos para pneumonia hospitalar,
e tem grandes implicacdes para a prevencgao e controle de infecgbes hospitalares.
Este estudo indica uma correlacao significativa entre a prevaléncia de Paraclamydia
acanthamoebae e Acanthamoeba spp. e essa associacdo tem efeito significativo no

que diz respeito a sobrevivéncia a longo prazo e a possibilidade de poder se
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espalhar através de um ambiente hospitalar através de Acanthamoeba spp.
Experimentos in vitro comprovam que sem a presenca de Acanthamoeba spp. a
sobrevivéncia de Paraclamydia acanthamoebae nédo ultrapassa o periodo de 3 dias
com temperatura de 30° C ou 15 dias a 15° C.

MUCHESA,; BARNARD.; BARTIE (2014) em estudo sobre ocorréncia de
amebas de vida livre em um hospital de ensino de Joanesburgo, na Africa do Sul,
coletaram amostras de agua e biofilmes. Foram coletadas 71 amostras, das quais 35
amostras de agua de torneira, 30 de swab seco e 6 amostras de agua de chuveiro. A
temperatura da agua variou entre 19° C e 27° C. Amebas foram observadas em 63
amostras, com identificacdo positiva do género Acanthamoeba spp. (sete espécies)
baseado na morfologia. Este estudo comprova o risco pelo qual estdo submetidos
pacientes imunocomprometidos, pois ficam expostos ao potencial patogénico do
género Acanthamoeba spp.

Analisando amostras coletadas em um centro médico dos Estados Unidos,
OVRUTSKY et al, (2013) isolaram amebas de vida livre e micobactérias
patogénicas. As amostras foram coletadas de areas clinicamente relevantes. De um
total de 88 amostras, 23 foram de agua e 65 de biofilmes. Amebas de vida foram
recuperadas na maioria das amostras de biofiimes e pertenciam ao género
Acanthamoeba spp. Estes resultados foram comprovados pelo uso da técnica de
PCR. As micobactérias foram isoladas em 26 das 88 amostras coletadas,
confirmando também superioridade em amostras de biofilmes, prevalecendo
isolados da espécie M. gordonae. O resultados indicam um aumento significativo
com relacdo a presenca de micobactérias quando existe a presenca de amebas de
vida livre, esse fato comprova um importante papel das amebas nas doencas
pulmonar causadas por micobactérias.

MAHMOUDI et al., (2015) em estudo para identificacdo de amebas de vida
livre em amostras de agua, coletaram 34 amostras da Provincia de Guilan, no Ira. As
amostras foram filtradas com filtros de membrana e a seguir foi realizada a extracéo
do DNA para serem submetidas a técnica de PCR. Em 30 amostras obtiveram
resultados positivos para amebas de vida livre, pertencentes ao género
Acanthamoeba spp. Esta alta prevaléncia ressalta que amebas de vida livre podem
desempenhar um papel decisivo na transmissao também de oocistos de toxoplasma

na area de abrangéncia do estudo.
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4.2 Género Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba sédo protozoarios de vida livre que apresentam como
caracteristica seu elevado potencial patogénico. Pode ser isolado de diversos locais,
como sistemas de agua, torres de refrigeracdo, piscinas e redes de agua de
hospitais e aparelhos de ar condicionado. Como pode ser facilmente isolada, esse
género estd recebendo uma atencdo especial nas ultimas décadas, devido a
possibilidade de produzir infeccbes graves e até mesmo fatais, tanto em seres
humanos como em animais, e também pela sua presenca nos mais variados
sistemas de agua, inclusive domésticos (ESSER et al., 2008; CHAN et al., 2011;
HSUEH.; GIBSON, 2015).

Espécies de Acanthamoeba spp. infectam de forma mais acentuada
individuos que tem o sistema imune comprometido. Essa infec¢cdo pode ocorrer por
inalacdo ou por feridas presentes na pele, fazendo com que a partir desse ponto de
entrada atinja o sistema nervoso central provocando a meningoencefalite amebiana,
uma infec¢do rapida e fatal na maioria dos casos. Acanthamoeba é associada
também a ceratite em individuos saudaveis que fazem uso de lentes de contato ou
que possam ter sofrido trauma no olho. Relato de casos diagnosticados tem sido
elevados nos ultimos anos (QVARNSTROM et al., 2006).

Acanthamoeba spp., mesmo que sob condicbes adversas acentuadas podem
permanecer viaveis por varios anos no meio ambiente e serem oportunistas ou nao
para infeccOes. Essas espécies sdo de extremo risco para a saude publica, tendo
em vista que podem ser reservatorios e veiculos de propagacdo de bactérias
(SCHUSTER.; VISVESVARA, 2004).

Atuam como hospedeiros para varias bactérias, além de ter a capacidade de
acolher agentes patogénicos bacterianos, com especial atencdo para espécies do
género Micobacterium, sob duras condigcbes ambientais. Isso contribui para a
transmissdo de agentes bacterianos suscetiveis e tem como consequéncia oferecer
uma potencial via de entrada para o corpo humano (EDDYANI et al., 2008).

Atribuir um papel especifico da Acanthamoeba spp. atribuido a uma infeccao
€ muito dificil, pois sdo consideradas heterogéneas e dos grupos em que s&o
classificadas, apenas certos subgrupos podem ser considerados patogénicos,
atingindo essa classificagcdo gracas aos recentes avangos a sua taxonomia.
(MAGSHOOD et al., 2005).
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A patogénese da Acanthamoeba spp. esta diretamente relacionada a variados
fatores tanto diretos como indiretos. Atualmente estudos realizados confirmam que a
ligacdo de Acanthamoeba spp. para a célula hospedeira é mediada por proteinas de
ligacdo e manose, 0 que levam a eventos secundarios, como fagocitose, apoptose e
a secrecdo de proteinas extracelulares, que provocam dano celular e tecidual no
hospedeiro. Serina e cisteina sdo os principais determinantes na patogénese de
infecgcbes, tendo como principal fungcdo a degradacédo dos tecidos do hospedeiro
(MORALES et al., 2005).

Estudos em estacdes de tratamento de agua comprovam a sobrevivéncia de
amebas de vida livre ao tratamento de agua durante todos 0S Seus processos,
inclusive a ozonizacdo e cloragdo, aumentando assim a possibilidade de se
encontrar esse género nos domicilios. Devido a isso, podem agir como reservatorios
para bactérias. O controle de contaminacdo requer uma manutencao constante de
todo o sistema de 4gua (OVRUTSKY et al., 2013; THOMAS et al., 2004).

Em um estudo de caracterizacdo de Acanthamoeba spp. COSTA et al.,
(2010), isolaram dois grupos diferentes em amostras de poeira de um hospital
publico na cidade de Curitiba, estado do Parana, Brasil. As amostras foram
coletadas de cinco diferentes areas do hospital, e 2 a 5 dias apds a coleta ficou
evidente a presenca de amebas de vida livre nas amostras apds inoculacdo em agar
soja. Andlises morfologicas de cistos e trofozoitos confirmaram como serem
pertencentes ao género Acanthamoeba spp. do grupo | e do grupo Il. As
caracteristicas assemelham-se a A. astronyxis e A. triangularis, porém essa
identificacdo por critérios morfoldégicos ndo foi confidvel, pois a morfologia pode
variar devido a fatores como cultivo e condicdo das amostras. Todos os isolados e
clones foram confirmados pela técnica de PCR, analisando a variacdo da sequencia
do gene 18S rDNA, com 1100 pb de produto correspondendo como pertencente aos
grupo | e 930 pb como do grupo Il, que sdo mais patogénicas do que do grupo | e
incluem varias espécies usualmente associadas em condicdes clinicas.

CARLESSO et al.,, (2007) no estudo realizado em um hospital publico na
cidade de Porto Alegre, estado do Rio Grande do Sul, identificaram a presenca de
amebas de vida livre em 47 das 135 amostras coletadas de poeira e de biofilmes em
15 ambientes hospitalares diferentes. Todos os ambientes analisados apontaram a
presenca de amebas de vida livre, exceto o centro de tratamento intensivo. Das 47

amostras positivas para amebas de vida livre, 16 sdo pertencentes ao género
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Acanthamoeba spp. Os ambientes com maiores que proporcionaram maiores
isolamentos foram bebedouros e a cozinha. A ocorréncia dessas amebas representa
uma grande preocupacdo, pois pode fazer com que pacientes imunodeficientes
possam ser alvos faceis da proliferacdo de germes oportunistas, especialmente da
espécie Acanthamoeba spp.

BRADBURY, FRENCH, BLIZZARD (2014) realizaram um estudo para avaliar
a possibilidade de colonizacdo das vias respiratorias e urinarias de pacientes de
terapia intensiva com amebas de vida livre. Este estudo foi realizado no Royal
Hobart Hospital, na Tasmania. Foram coletadas 99 amostras de pacientes e nove
amostras de agua da Unidade de Terapia Intensiva, com todas elas sendo cultivadas
e testadas pelo método de PCR. Acanthamoeba spp. foi isolada de trés amostras,
duas de dois pacientes coletadas com uma semana de intervalo e uma de um
lavatorio de um paciente da UTIL. A primeira amostra coletada de paciente obteve
um grande crescimento de espécies de Acanthamoeba spp. colhida enquanto o
paciente era entubado. A segunda amostra teve um crescimento moderado e foi
coletada apos extubacdo do paciente e transferéncia para enfermaria geral. Embora
a colonizacdo do trato respiratorio de pacientes internados em UTI com
Acanthamoeba spp. possa parecer um evento raro, este estudo comprova que pode
ocorrer, ndo sendo comumente detectado devido aos métodos muito especificos que
sao necessarios para o diagnostico clinico. Isso reforca ainda mais o significado do
papel de Acanthamoeba spp. também como transportador de patdgenos bacterianos
em vias respiratorias de pacientes de terapia intensiva.

BAGHERI et al., (2010) realizaram um estudo em hospitais de 13 cidades do
Ird, nos anos de 2007 e 2008. As 94 amostras foram coletadas de torneiras de agua
guente e agua fria, de diferentes alas dos hospitais. A confirmacéo da existéncia de
Acanthamoeba spp. foi realizada através de técnica de microscopia de fase reversa.
Baseado nas caracteristicas morfologicas, a presenca de Acanthamoeba spp. foi
confirmada em 45 amostras, coletadas em temperaturas entre 21° C e 48° C,
comprovando uma significativa presenca desses microorganismos em redes
hospitalares de agua que recebem tratamento.

AL-HERRAWY et al., (2014) identificaram espécies de Acanthamoeba spp.
em piscinas na cidade do Cairo, Egito. Amostras de agua foram coletadas a partir de
10 piscinas diferentes e cultivadas em agar ndo nutriente para a deteccdo de

Acanthamoeba spp. Os isolados foram confirmados por amplificagdo de PCR com
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uso de iniciador especifico. Das amostras coletadas, 49,2% foram confirmadas com
membros pertencentes ao género Acanthamoeba spp., sendo que seis espécies
puderam ser confirmadas pelo método molecular. Esses resultados divulgam a
possibilidade de como os seres humanos podem estar expostos a esses micro-

organismos altamente patogénicos nos mais variados habitats que frequentam.

4.3 Morfologia

O ciclo de vida da Acanthamoeba spp. € composto por duas fases: trofozoito
e cisto. O cisto merece destaque por ser resistente a extremas condicdes, tanto
fisicas quanto quimicas. O tamanho do cisto pode ser variado, ficando em torno de
13 pym a 20 pum variando de uma espécie para outra. Quando maduro, o cisto
apresenta uma parede, tendo na sua camada exterior o ectocisto, composto de uma
combinacéo de proteinas e polissacarideos (MOON et al., 2014).

A Figura 1 (A) ilustra a morfologia do cisto de Acanthamoeba spp.
denominado como do grupo |, apresentando cisto estrelado, em observacdes
realizadas com microscopia eletronica. A figura (B) ilustra cistos de Acanthamoeba
spp. observados em microscopio optico, com aumento de 40x.

A morfologia dos cistos sofre influéncia direta pelas condicbes de cultivo,
fazendo com que culturas de amebas que foram clonadas possam apresentar cistos

com aspectos morfolégicos diferentes (CHAN et al., 2011).

Figura 1 (A) Cisto de Acanthamoeba spp. observado com microscopia eletrénica. Figura 1

(B) cisto de Acanthamoeba spp. observado com microscépio Gptico.

(B)

Fonte: Laboratdrio de Parasitologia UFRGS — Grupo de Pesquisa Amebas de Vida Livre
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Separados por um espaco, na camada interna da parede do cisto
encontramos o0 endocisto que € composto principalmente de celulose. As condi¢cdes
ambientais adversas, como alteracdes de temperatura, privagdo de alimento e
dessecacdo ndo impedem a formacdo de cistos, e eles sdo ainda resistentes a
antimicrobianos, biocidas e a cloracdo, sobrevivendo em temperaturas
extremamente baixas. Todos esses fatores fazem com que fiquem viaveis por longos
anos no ambiente (BEATTIE et al., 2003).

No estdgio de trofozoito, Acanthamoeba spp. encontra-se metabolicamente
ativa, podendo se mover, com capacidade de multiplicacdo e sensivel a estimulos
nocivos, alimentando-se geralmente de bactérias e leveduras, algas e pequenas
particulas organicas. A Figura 2 (A) ilustra a morfologia de trofozoitos de
Acanthamoeba spp. observada por microscopia eletrbnica e a Figura 2 (B)
trofozoitos de Acanthamoeba spp. observados por microscopia optica. Quando o
ambiente em que vivem torna-se desfavoravel ou negativo para que possa
sobreviver, como exemplo dessecacdo, privagdo de nutrientes ou mudanca
significativa de temperatura, ocorre a transformacéo para cisto. Como caracteristicas

os trofozoitos apresentam uma espinha como pseudopodia e um nucléolo central
localizado dentro do nucleo (CLARKE.;NIEDERKKORN, 2006; HSUEH.; GIBSON,
2015).

Figura 2 (A) Trofozoito de Acanthamoeba spp. observado por microscopia eletrénica. Figura 2 (B)
Trofozoito de Acanthamoeba spp observado por microscépio 6ptico.

Fonte: Laboratdrio de Parasitologia UFRGS — Grupo de Pesquisa Amebas de Vida
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4.4 dentificagdo e Classificacdo

A identificacdo de Acanthamoeba spp. quanto ao nivel de género pode ser
realizada sem maiores dificuldades, pois em sua superficie encontramos projecdes
espinhosas, sobre trofozoitos, que se denominam acanthopodia. Quando a
classificacdo passa a ser realizada por critérios morfolégicos para a determinacao da
espécie, a identificacdo passa a apresentar maiores dificuldades. Devido a isso, 0
género Acanthamoeba spp. foi dividido em trés grupos morfolégicos que foram
criados com base na forma e no tamanho do cisto, segundo (KHAN, 2006).

GRUPO | — neste grupo estédo inclusas as espécies que apresentam como
caracteristica cistos grandes, de tamanho bem maior se comparado com as
espécies dos grupos Il e lll. Seu diametro médio fica em torno de 20pm e tem como
caracteristica um endocisto com parede de forma estrelada e ectocisto com formato
esférico. Fazem parte desse grupo as espécies A. astronyxis, A. commandoni, A.
echinulata, A. pearcei e A. tubiashi. Embora essas espécies ndo sdo consideradas
patogénicas, existe relato de infeccdo granulomatosa cerebral pela espécia
Acanthamoeba astronyxis (CABRAL.; CABRAL, 2003; QVARNSTROM,; NERAD.;
VISVESVARA, 2013).

GRUPO Il — enquadram-se nesse grupo espécies cujos cistos apresentam
diametro inferior a 18um. O endocisto possui forma estrelada, oval, triangular ou
quadrangular com o ectocisto seguindo praticamente esses contornos. Nesse grupo
incluem-se as espécies A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A. hatchetti, A.
lugdunensis, A. mauritaniensis, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A. stevensoni e
A. triangularis. Nesse grupo estdo as espécies que sao isoladas com maior
frequéncia em casos de meningoencefalites e ceratites (WALOCHNIK, 2000;
CABRAL.; CABRAL, 2003; FUERST, 2014).

GRUPO Il — nesse grupo, o endocisto apresenta forma globulosa ou oval, e
jamais apresenta a forma estrelada. O didmetro médio dos cistos sdo também de
18um e a observacao do ectocisto € muito dificil por ser delgado e liso, justaposto ao
ectocisto. Pertencem a este grupo as espécies A. culbertsoni, A. healyi, A. jacobsi,
A. lenticulata, A. lenticulata, A. palestinensis, A. postulosa e A. royreba
(WALOCHNIK, 2000; CABRAL.; CABRAL, 2003; FUERST, 2014).

Atualmente, a identificacdo de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp. é

realizada pela técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real,
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com sonda especifica e ainda possibilidade de se realizar a discriminacdo de
género. Esta técnica é altamente sensivel e muito mais rapida, o que € fator
determinante na deteccao, principalmente se relacionada as Amebas Resistentes a
Bactérias. Essas bactérias, na sua maioria patogénicas, ou altamente patogénicas,
tratam-se de trofozoitos que se tornaram resistentes a fagocitose e conseguiram
assim se multiplicar no interior das células das amebas (REVIERE, 2006).

Ensaios convencionais exigem uma seérie de diluicbes de amostras, culturas
de amebas com bactérias inoculadas e realizacdo do célculo de numero mais
provavel, o que faz com que dados e informacfes sobre Acanthamoeba spp. de
meio ambiente sejam muito restritos. Essas limitagcbes fazem com que o pouco
conhecimento sobre elas limitem o risco que as mesmas representam para a saude
humana bem como o desconhecimento da ocorréncia, replicacéo e persisténcia dos
seus parasitas bacterianos (CHANG, 2010).

A técnica de PCR para a identificacdo de géneros de Acanthamoeba spp. tem
como base a amplificacdo da sequencia da subunidade menor de gene de rRNA,
especificamente o gene 18S rDNA, que classifica isolados de Acanthamoeba em 18
genadtipos diferentes (nomeados como T1, T2a, T2b até T17). O gendtipo T4
predomina em espécies clinicas e fontes ambientais. Os gendtipos T2a, T3, T4, T6 e
T11 sdo os que causam a ceratite. Espécies causadoras da encefalite amebiana
granulomatosa estdo nos genétipos T1, T4, T10 e T12 (NUPRASERT et al., 2010;
KHAN, 2006)

Atualmente existem técnicas de PCR capazes de realizar a quantificacdo
simultanea dos principais géneros Acanthamoeba spp. em uma mesma reagédo, com
alta especificidade e sensibilidade, apresentando resultados precisos e confiaveis.
Isso faz desse método molecular uma alternativa mais rapida em relacdo aos demais
métodos convencionais (CALVEZ et al., 2012).

4.5 Doencas causadas por Amebas de Vida Livre

4.5.1 Ceratite Amebiana
Ceratite amebiana € uma infec¢éo ocular que pode levar a cegueira, causada
por amebas de vida livre do género Acanthamoeba spp. podendo ser encontrada

nos mais variados ambientes em todo o mundo. Os casos ocorrem praticamente na



20

sua totalidade em usuarios de lentes de contato imunodeficientes e que né&o
conseguem realizar a descontaminacdo das lentes de forma eficaz. Pode ainda
ocorrer em individuos que sofreram trauma na cornea e naqueles que fazem a
desinfeccdo das lentes usando agua da torneira ou outras preparacdes caseiras.
Outro fator de risco que pode ser citado € a pratica de nadar ou tomar banho
enquanto estiver fazendo uso de lentes de contato (BOGGILD et al., 2009).

A figura 3 representa Acanthamoeba spp. infectando olho humano e exibindo
a gravidade da doenca. Merece destaque o0 epitélio e estroma ulcerada na
infiltrac&@o, exibindo uma cérnea com ceratite por Acanthamoeba (KHAN, 2006).

A maioria dos isolados de Acanthamoeba spp. responsaveis pela ceratite
amebiana abrigam um ou mais endossimbiontes bacterianos. A presenca desses
endossimbiontes aumenta a patogenicidade da coérnea e podem afetar o tempo de
deteccao e as caracteristicas clinicas da ceratite amebiana (IOVIENO et al., 2010).

Como sintomas caracteristicos que se manifestam na fase inicial de infeccéo
tém a ptose palpebral, hiperemia conjuntiva e Ulceras epiteliais, muitas vezes
seguidas por aparecimento de um infiltrado estromal em forma de anel em fases
posteriores da doenca. Caso ndo seja possivel um diagnostico breve, essas
infeccbes descontroladas progridem e requerem a remocdo do olho (CLARKE,
NIEDERKORN, 2006).

Dentre as varias espécies causadoras da infeccdo cérnea que origina a
Ceratite, podemos citar como mais frequentemente isoladas as amebas de vida livre
A. castellanii, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. rhysodes e A. griffinni. Da
mesma forma, as lesbes sdo provenientes de microtraumatismo no olho ou

particulas do ar ou solo que contenham cistos amebianos (SILVA, ROSA 2003).

Figura 3 Ceratite amebiana em adulto

!!-:.~ y — i
Fonte: KHAN, 2006
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O gendtipo T4 € o mais predominante para lesGes oculares, que causam a
ceratite, com muitos relatos descritos na literatura. Um dos fatores que justificam o
grande envolvimento deste gendtipo no diagnéstico dessa doenca € o fato de que
sdo mais abundantes no meio ambiente, o que possibilita que os hospedeiros sejam
mais suscetiveis a manterem contato com essas espécies. Pode-se ainda dizer que
esse gendtipo possui uma maior patogenicidade e transmissibilidade, o que faz com
gue sejam amplamente distribuidos no habitat e aumenta a possibilidade de serem
contraidos por seres humanos, e apresentam uma grande capacidade de se ligarem
a lentes de contato e suscetibilidade diminuida a desinfetantes (MAGSHOOD et al.,
2005). Varios fatores de risco contribuem para a ceratite amebiana, conforme figura
4,

Figura 4. Fatores de risco que contribuem para ceratite por Acanthamoeba spp.

(@) (d)

(<) -

Fonte: KHAN, 2006

Uma lente de contato pode ser considerada um vetor mecéanico para o
transporte de Acanthamoeba spp. se colocada sobre a cérnea, ocorrendo a invasao
de tecido corneal e levando a ceratite. Quando transferida para o olho através da
lente de contato, é provavel que atinja a cavidade nasal via drenagem lacrimal, o
gue nao representa problema para individuos saudaveis, porém implica em graves
problemas para individuos imunocomprometidos (BEATTIE et al., 2003).

Para um diagnostico rapido, € utilizada a técnica de PCR (Reagdo em Cadeia
da Polimerase), analisando o gene 18S rDNA, oferecendo uma enorme vantagem
com relacdo aos métodos tradicionais com menor trabalho, tempo para diagnostico
mais rapido e maior sensibilidade o que proporciona um resultado clinico relevante
(BOGGILD et al., 2009).
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CHIN et al., (2014) em um estudo de 10 anos sobre a apresentacao clinica,
resultados de investigacao e do tratamento de pacientes diagnosticados com ceratite
por Acanthamoeba, relata que dos 15 olhos diagnosticados, 13 foram tratados por
Acanthamoeba keratitis. Dos 13 pacientes diagnosticados no estudo, 12 eram
usuarios de lentes de contato, o que confirma que a grande maioria de pacientes
diagnosticados faz isso de lentes, ficando assim mais exposto & incidéncia da
doencga. Como sinais oculares da doenca, pode-se citar o aspecto de vidro despolido
da coérnea, inflamacdo da camara anterior, infiltrado anel, defeito epitelial, infiltrados
perineurais e lesdes satélites. Quanto ao uso das lentes de contato, cinco pacientes
tinham histéria de cuidados inadequados no uso, como lavagem das lentes com
agua da torneira, uso de lentes no chuveiro durante o banho, spa ou piscina, e
desgaste por uso durante a noite. Em dois casos, porém, foi necessaria a
intervencao cirdrgica, devido a infeccdo da cornea ter se descontrolado e ocorrido o
afinamento progressivo da cérnea. Com este estudo, fica evidenciado que o uso de
lentes de contato é um importante fator de risco para ceratite por Acanthamoeba

HONG (2014) relata o caso de uma paciente de 56 anos, da cidade de
Shangai, China, usuaria ha mais de 5 anos de lentes de contato descartaveis
gelatinosas, com suspeita de uma Ulcera na cornea. Relata que a paciente
eventualmente lavava suas lentes com agua da torneira ao invés de utilizar solugcéo
salina estéril, que € o procedimento correto. A paciente ndo relata ter sofrido
trauma ocular ou desgaste da lente. Com base na cultura microbiana, o diagndstico
inicial foi de ceratite amebiana. O primeiro tratamento com antibioticos néo
apresentou melhoras e a paciente foi entdo submetida a um exame por microscopia
confocal in vivo onde foram encontrados os cistos de Acanthamoeba spp.. Apos
tratamento especifico por 3 meses a presenca de cistos ndo é mais confirmada e o
tratamento se prolongou por um periodo de 12 meses, com gradual reducdo de
dosagens. Esse relato de caso enfatiza a necessidade extrema de se suspeitar de
uma infeccdo por Acanthamoeba spp. em pacientes usuarios de lentes e que nao
apresentam melhoras a terapias antimicrobianas habituais, bem como em pacientes
que ceratite ulcerativa com agravamento progressivo de Ulceras de cornea.

Em um estudo realizado em um hospital particular na China, SONG et al.,
(2012) analisaram dados sobre ceratite microbiana pediatrica, entre Janeiro de 2000
até 31 de Dezembro de 2009. Foram analisados prontuarios médicos submetidos a

protocolos, de criancas com idades de 16 anos ou menos. 76 pacientes foram
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incluidos no estudo, dos quais 69 viviam na zona rural e 47 casos o olho envolvido
foi o olho direito. O principal fator predisponente para a ceratite foi o trauma (58,8%
dos casos). Uma maior incidéncia da doenca foi confirmada em pacientes com 16
anos, o que esta diretamente relacionado ao fato de que 90% dos pacientes vivem
na zona rural e na China criancas com essa idade exercem atividades agricolas em
épocas de colheita. Segundo o0s autores, técnicas avancadas e modernos
equipamentos podem ser fatores determinantes para a diminuicdo das taxas
cirdrgicas e possibilidade de diagnosticos mais precisos, diminuindo casos de graves
lesbes na cornea.

TANHEHCO, COLBY (2010) realizaram um estudo no Massachusetts Eye,
hospital de olhos, com foco na andlise de pacientes diagnosticados com ceratite
amebiana com culturas de coérneas positivas. Caracteristicas clinicas foram
analisadas entre os meses de Janeiro de 2000 e Dezembro de 2008. Como
resultados, 4 casos foram identificados entre Janeiro de 2000 e Dezembro de 2003 e
26 casos entre Janeiro de 2004 e Dezembro de 2008, dos quais 15 com
acompanhamento superior a 6 meses. Os fatores de risco identificados nesses 15
casos foram desgaste de lentes de contato, exposicdo a agua doce ou agua
salgada, doencas cronicas da superficie ocular, trauma ocular e ceratite infecciosa
concomitante. Com estes dados, os autores evidenciam a necessidade e prioridade
da realizacdo de campanhas de prevencao, principalmente no que diz respeito ao
correto uso e manejo de solugdes e limpeza de lentes de contato. A falta de higiene
€ um dos fatores implicantes para grande maioria dos casos de ceratite.

KU, CHAN, BECKINGSALE (2009) analisaram o aumento do numero de
pacientes diagnosticados com ceratite amebiana em um hospital na cidade de
Brisbane, na Australia, por periodo de 4 anos. Foram indentificados 13 casos de
ceratite amebiana. Entre Janeiro de 2003 e Mar¢co de 2006 foram 4 casos e 0S
outros nove entre Marco de 2006 e Marco de 2007. Apenas um paciente ndo fazia
uso de lentes, os outros 12 usavam lentes de contato gelatinosas, com destaque
para um deles que efetuava a higiene da lente com agua direto da torneira. Com
esses dados, comprova-se um aumento significativo nas infec¢cdes provocadas por
Acanthamoeba spp. em ceratite amebiana. Um fator determinante é a solu¢do usada
para a limpeza das lentes, 0 momento de sua higienizagcdo. Uma correta campanha

de uso dessa solucdo, bem como a conscientizacdo dos usuarios de lentes sobre
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sua importancia, podem fazer com que a identificacdo de casos da doenca possam

ser diminuidos.

4.5.2 Meningoencefalite amebiana priméria

Trata-se de uma doenca com evolucao rapida e fatal, e seu agente etioldgico
€ Naegleria fowleri. Sua abrangéncia inclui criangcas e também jovens sem
deficiéncia do sistema imune, considerados sadios, que praticam natacdo em
piscinas aquecidas ou que tiveram contato com aguas termais, além ainda de lagos
e rios. Como porta de entrada, sugere-se que seja a cavidade nasal, através de
aspiracao de agua ou inalacdo de poeira que contenham cistos amebianos (SILVA,
ROSA, 2003).

Apés uma eventual multiplicacdo no local, as amebas atravessam a mucosa
nasal e a lamina crivosa do osso etmoide e invadem o cérebro, onde causam a
hemorragia, inflamacédo e extensa necrose. A morte ocorre de 10 a 14 dias apos a
exposi¢do, com varios casos relatados em todo o mundo. Naegleria fowleri é
altamente patogénica em seres humanos, cresce preferencialmente em agua quente
e ja foi isolada de fontes, tanto naturais como artificiais (CABANES et al., 2001).

Como € isolada a partir de aguas termais, é termotolerante, com crescimento
preferencialmente em temperatura de 37°C, mas pode sobreviver a temperaturas
mais altas, de até 45°C. Naegleria fowleri pode ser encontrada em forma de cisto,
amebas ou flagelado. Os trofozoitos variam em tamanhos de 10 a 35 pm e sdo o
estagio infeccioso primario, mas a forma de cisto, que pode ser transportada pelo
vento, € a que esta associada aos casos de Meningoencefalite Amebiana Primaria.
Como a doenca ndo € diagnosticada a tempo, e na maioria das vezes de forma
incorreta, a maioria dos casos sdo diagnosticados post-mortem. Quando o
diagnéstico é confirmado, o tratamento é feito principalmente com o uso de
anfotericina B, um antibidtico antifingico, administrado de forma intravenosa ou
intratecal, em associacdo com miconazole ou fluconazol e rifampicina (HERMAN et
al., 2012).

Mesmo sendo a primeira op¢ao de tratamento, a anfotericina B exige a
administracdo de altas dosagens, e seu uso estd associado com toxicidade renal

gue se manifesta com azotemia e hipocalemia, além ainda de poder causar anemia
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e muitos pacientes relatam ainda calafrios, febres, nauseas, vomitos e dor de
cabeca. Recentemente, a FDA (Food and Drug Administration), érgdo dos Estados
Unidos responsavel pelos testes com novos medicamentos, aprovou um novo
medicamento, o Corifungin, como nova op¢ao primaria para o tratamento de
meningoencefalite amebiana. Por ser mais sollvel em agua, sua atividade é maior
do que a anfotericina B, o que faz com que seja uma opg¢ao terapéutica promissora
(DEBNATH et al., 2012).

O diagnéstico de Naegleria fowleri em seres humanos é muito dificil, pois os
sintomas iniciais da doenca podem ser confundidos com varias outras doencas. Em
casos isolados, o diagndstico mais rapido aumenta a possibilidade de sobrevida do
paciente diagnosticado. Como alternativa mais rapida do que métodos de cultura,
temos a técnica de PCR em tempo real, altamente eficiente e especifica para
deteccdo precoce de Naegleria fowleri, de amostras tanto clinicas como ambientais
(MADAROVA et al., 2009).

SHARIQ et al., (2014) relata o caso de um paciente do sexo masculino, com
idade de 42 anos que exercia atividades na exploracdo avicola na cidade de
Karachi, no Paquistdo. O paciente ingressou no hospital local com febre alta,
vomitos e perturbagdo de comportamento, sem nenhum registro de doenga grave ou
de processo cirirgico ou contato com drogas. Como procedimento de rotina,
costumava se refrescar com agua da torneira durante o exercicio de suas atividades,
lavando o rosto e narinas. Dores de cabeca fraca foram relatadas pelo paciente, com
gradual aumento da dor ao ponto de ter inicio as convulsdes chegando a ser
desorientadas e letargicas. Quando atingiu essa situagao, sua familia o levou para o
hospital, apos primeiros exames nao foi constatada nenhuma alteracdo. Apos coleta
do liquido cefalorraquiano para analise por PCR, iniciou-se o tratamento para uma
suposta meningite e encefalite viral. A andlise de uma amostra preparada para se
observada em microscépio, com aumento de 40x indicou a presenca de trofozoitos
de Naegleria fowleri. Ap6s isso o diagnéstico de Meningoencefalite amebiana
primaria foi confirmado pelos médicos e o paciente foi imediatamente transferido
para uma unidade de terapia intensiva e iniciou tratamento com anfotericina B.
Mesmo com o inicio desse tratamento, a situacdo do paciente se agravou, com
diminuicdo da saturacéo de oxigénio foi necessario o uso de ventilagdo mecéanica e
controle da pressao sanguinea. Trés dias ap0s ser admitido no hospital, exame de

eletroencefalografia ndo revela nenhuma atividade cerebral no paciente e a pedido
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da familia a respiracéo artificial é retirada e o paciente vai a 6bito. Esse relato de
caso comprova que a Meningoencefalite amebiana primaria € uma doenca de
extremo risco, com evolugdo fatal em praticamente a totalidade de casos
diagnosticados. Como a ameba de vida livre Naegleria fowleri € facilmente
encontrada na agua, a possibilidade de infectar seres humanos € muito grande, ndo
sendo necessario que se pratique natacdo ou outra atividade diretamente
relacionada com a presencga na agua, pois um simples contato pode fazer com que a
ameba ingresse no organismo pelo nariz e atinja o cérebro. Recentemente tem-se
associado o aumento da temperatura global como um fator para o aumento de
casos, pois a doenca ocorre com maior frequéncia em areas tropicais e nos meses
de verdo, e com o0 aumento de temperatura pode ocorrer em regides onde ainda nao
existam casos relatados.

GOUDT et al., (2012) coletaram amostras de agua doce de biofilmes para
avaliacdo da dinamica de crescimento e de densidade de Naegleria fowleri. Foram
utilizadas duas temperaturas distintas, de 32° C e 42° C por um periodo de 45 dias,
sendo que a temperatura e o nivel de nutrientes afetam significativamente a
densidade das amebas. Aos 32° C observa-se uma densidade muito baixa de
amebas representando assim um estado de sobrevivéncia. Porém, quando
empregada a temperatura de 42° C o que se observa é um estado de crescimento
ativo, que depende do nivel de nutrientes disponiveis, com necessidade de 104
bactérias para cada ameba poder efetuar crescimento. Com este estudo, foi possivel
concluir que a temperatura e a disponibilidade de bactérias tem como funcdo
promover ndo s6 o crescimento de Naegleria fowleri, mas também sua
sobrevivéncia.

TUNG et al., (2013) realizaram um estudo em amostras de agua coletadas de
um resort com piscinas de agua quente e de agua fria, que foi visitado por paciente
gue foi comprovado como o primeiro caso de meningoencefalite amebiana primaria
de Taiwan. Os resultados obtidos indicaram que 32% das amostras coletadas (total
de 25 amostras) apresentaram contaminacdo por Naegleria fowleri, tanto de aguas
termais como banheiras de agua fria ou aguas residuais. O inicio desde estudo se
deu ap6s uma campanha de desinfeccdo e as andlises foram efetuadas por PCR, e
€ o primeiro em que Naegleria fowleri foi isolada tanto de amostras de agua como de
um paciente com diagndstico confirmado. A fonte termal foi sugerida com principal

fonte de contaminagdo, e como consequéncia do estudo, foi realizada uma
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desinfeccado e limpeza em todas as piscinas e banheiras do resort. Dessa forma, os
autores puderam concluir que contaminagdo amebiana representa uma ameaca
grave para pessoas que executam atividades de lazer em fontes termais.

Outro estudo com objetivo de detectar a presenca de Naegleria fowleri foi
realizado por VILLA, PENA (2010), na cidade de Sonora, México. Foram coletadas
amostras mensalmente de aguas naturais usadas para fins recreativos, e foi
estabelecida uma correlacdo entre o aumento de temperatura da agua com a
presenca da ameba. O estudo se estendeu durante os meses de Novembro de 2007
e Outubro de 2008. Ao longo desse tempo, as variacdes de temperatura da agua
ficaram entre 18° a 22° C durante a estag&o do inverno e 23 a 35° C na estacao do
verdo. Uma maior detecgdo ocorreu nos meses em que a temperatura manteve-se
acima dos 30° C, de Agosto a Novembro, estendendo-se até a diminuicdo da
temperatura, nos meses de inverno. Pode-se concluir entdo que em meses com
temperaturas elevadas sao necessarias medidas para o controle do aparecimento de
Naegleria fowleri.

ITHOI et al., (2011), na Malasia, detectaram a presenca de Naegleria fowleri
em amostras ambientais de agua e de poeira. Um fator determinante para a
realizacdo desse estudo foi o fato de que os médicos dessa regido ndo possuem
elevado conhecimento com relacdo as infeccbes causadas por Naegleria fowleri e
diagnoésticos de meningoencefalite amebiana primaria. Foram isoladas 41 amostras
(33 de agua e 8 de poeira), das quais todas foram submetidas a PCR com
iniciadores especifico e sequenciamento de DNA e testes de tolerancia a
temperatura. Embora nenhuma amostra revelou espécie patogénica para a regiao,
este estudo enfatiza a necessidade de médicos e profissionais de saude estarem
preparados para futuros casos da doenca, que € altamente fatal na maioria dos

casos confirmados.
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5 ARTIGO

Os materiais e métodos, resultados e discussdo serdao apresentados na forma de
artigo cientifico.

O artigo sera submetido a Revista de Saude Publica.
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Identification of free-living amoebae in air condit ioning dust Pediatric Intensive
Care Unit of a hospital school in the interior of R io Grande do Sul.
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RESUMO

Objetivo

Identificar a presenca de amebas de vida livre na poeira do ambiente hospitalar, da
UTI Pediatrica de um hospital escola do interior do Rio Grande do Sul, e realizar um
estudo para definir sugestivamente a quais géneros pertencem verificando o seu
potencial patogénico.

Métodos

Foram coletadas 74 amostras de poeira de ar condicionado do hospital escola, no
municipio de Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul. O local de coleta foi a Unidade
de Terapia Intensiva Pediatrica. As mostras foram semeadas em agar ndo nutriente
com Escherichia coli inativadas pelo calor. As amebas isoladas foram identificadas
sugestivamente seguindo os critérios morfoldgicos, sugeridos por PAGE (1988)%,
baseados no movimento, tamanho de cistos e trofozoitos, tempo de contracdo dos
vacuolos contrateis, presenca de acantopddios e aspectos morfolégicos de
trofozoitos e cistos. Testes de tolerancia foram realizados para identificar o potencial
patogénico das amebas de vida livre isoladas das amostras.

Resultados

A positividade para a presenca de amebas de vida livre nas amostras coletadas foi
de 67,56%, classificadas como potencialmente patogénicas. O género
Acanthamoeba foi sugestivamente o predominante em todas as amostras, de acordo
com observacdo morfolégica baseada nos critérios de PAGE (1988)%°. Nenhuma
amostra apresentou caracteristicas pertencentes ao género Naegleria.

Conclusbes

Foi possivel identificar sugestivamente o género das amebas da UTI Pediatrica, bem
como classifici-las segundo seu potencial patogénico.
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ABSTRACT
Objective

Identify the presence of free-living amoebae in the hospital, the pediatric ICU of a
hospital school in the interior of Rio Grande do Sul, and conduct a study to define
suggestively to which genera belong and which species, verifying their pathogenic
potential.

METHODS

74 samples of dust with air conditioning were collected from the hospital school in the
city of Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul. The collection site was the Pediatric
Intensive Care Unit. Samples were plated on non-nutrient agar with Escherichia coli
heat-inactivated. suggestively the amoebae were identified following morphological
criteria suggested by PAGE (1988)%, motion-based, the size of the cyst and
trophozoite, the contractile vacuole contraction time, morphology and the presence of
acantopodios trophozoites and cysts. Tolerance test was performed to identify
potential pathogenic amoebae free life of isolated samples.

RESULTS

The positive for the presence of free-living amoebae in the samples was 67.56%,
classified as potentially pathogenic. The Acanthamoeba was suggestively
predominant in all samples, according to morphological observation based on criteria
PAGE (1988). No samples showed characteristics belonging to the genus Naegleria.

CONCLUSIONS

Could suggestively identify the gender of amoebae of the Pediatric ICU and classify
them according to their pathogenic potential.
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6 CONCLUSOES

v' Este é o primeiro estudo de isolamento de amebas de vida livre realizado
nesse hospital escola.

v' 74 amostras foram coletadas; 50 positivas (67,57%) para amebas de vida livre
e 24 (32,43%) negativas;

v' O teste de termotolerancia em temperatura de 37°C apresentou 30 amostras
positivas (60%) e 20 negativas (40%) para crescimento amebiano.

v" Na temperatura de 42°C foram identificadas 11 amostras positivas (22%) para
crescimento amebiano e 39 negativas (78%);

v' Dentre todas amostras positivas, 9 foram classificadas como de baixo
potencial patogénico;

v" O teste de osmotolerancia a 0,5M de manitol indicou crescimento amebiano
em 22 amostras (44%). As outras 28 amostras (56%) ndo apresentaram
crescimento;

v Na concentracdo de 1M de manitol nenhuma amostra apresentou crescimento
amebiano;

v O teste de exflagelacéo para identificacdo de Naegleria foi negativo em todas
as amostras positivas analisadas;

v' Medidas de desinfeccdo mais eficientes sdo necessarias para o controle da

presenca de amebas de vida livre no ambiente hospitalar estudado;
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ANEXO 1: Normas da Revista de Saude Publica

A Revista de Saude Publica tem por finalidade publicar contribuicbes
cientificas originais sobre temas relevantes para a saude publica em geral. Esta
disponivel na SciELO desde o seu primeiro nimero publicado em 1967, com texto
completo. Os artigos publicados a partir de 2003, na versdo em inglés, quando
consultados no PubMed, poderéo ser obtidos pelo link da SciELO. Possui Fator de
Impacto JCR 2014 de 0,733 (Thomson Reuters) e Qualis A2 em Saude Coletiva.

Os manuscritos submetidos a publicagdo na Revista de Saude Publica devem
ser apresentados de acordo com as Instrucbes aos Autores. Sdo aceitos
manuscritos nos idiomas: portugués, espanhol e inglés. O texto de manuscritos de
pesquisa original deve seguir a estrutura conhecida como IMRD: Introducéao,
Métodos, Resultados e Discussdo. Em cada uma das partes ndo se deve dividir o
texto em subtitulos, exceto nos casos que requerem maior detalhe, sobretudo em
Resultados e Discussdo. Manuscritos baseados em pesquisa qualitativa podem ter
outros formatos, admitindo-se Resultados e Discussdo em uma mesma secao e
Consideracdes Finais/Conclusdes. Outras categorias de manuscrito (revisoes,
comentarios, etc.) seguem os formatos de texto a elas apropriados. O texto
submetido deve ter paginas e linhas numeradas para fins de revisdo. O uso de siglas

deve ser evitado.

ARTIGOS ORIGINAIS

Incluem estudos observacionais, estudos experimentais ou quase-
experimentais, avaliacdo de programas, andlises de custo-efetividade, analises de
decisdo e estudos sobre avaliacdo de desempenho de testes diagnosticos para
triagem populacional. Cada artigo deve conter objetivos e hipoteses claras, desenho
e métodos utilizados, resultados, discussdo e conclusdes. Incluem também ensaios
tedricos (criticas e formulacdo de conhecimentos tedricos relevantes) e artigos
dedicados a apresentacdo e discussdo de aspectos metodologicos e técnicas
utilizadas na pesquisa em saude publica. Neste caso, o texto deve ser organizado
em topicos para guiar os leitores quanto aos elementos essenciais do argumento

desenvolvido.
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Instrumentos de afericho em pesquisas populacionais: Manuscritos
abordando instrumentos de afericio podem incluir aspectos relativos ao
desenvolvimento, a avaliagdo e a adaptacdo transcultural para uso em estudos
populacionais, excluindo-se aqueles de aplicacdo clinica, que ndo se incluem no
escopo da RSP.

Aos manuscritos novos de instrumentos de afericdo, recomenda-se que seja
apresentada uma apreciacdo detalhada do construto a ser avaliado, incluindo seu
possivel gradiente de intensidade e suas eventuais subdimensdes. O
desenvolvimento de novo instrumento deve estar amparado em revisao de literatura,
qgue identifiqgue explicitamente a insuficiéncia de propostas prévias e justifique a
necessidade de novo instrumental.

Deve ser detalhada a proposicdo, a selecdo e a confeccdo dos itens, bem
como o0 emprego de estratégias para adequa-los as definicbes do construto,
incluindo o uso de técnicas qualitativas de pesquisa (entrevistas em profundidade,
grupos focais etc.), reunibes com painéis de especialistas, entre outras. O trajeto
percorrido na definicdo da forma de mensuracdo dos itens e a realizacdo de pré-
testes com seus conjuntos preliminares necessitam ser descritos no texto.

A avaliagdo das validades de face, conteudo, critério, construto e/ou
dimensional deve ser apresentada em detalhe. Analises de confiabilidade do
instrumento também devem ser apresentadas e discutidas, incluindo-se medidas de
consisténcia interna, confiabilidade teste-reteste e/ou concordancia inter-observador.
Os autores devem expor o processo de sele¢cdo do instrumento final e situa-lo em
perspectiva critica e comparativa com outros instrumentos destinados a avaliar o
mesmo construto ou construtos semelhantes.

Para o0s manuscritos sobre adaptacdo transcultural de instrumentos de
afericdo, além de atender, de forma geral, as recomendacgfes supracitadas, faz-se
necessario explicitar o modelo tedrico norteador do processo. Os autores devem,
igualmente, justificar a escolha de determinado instrumento para adaptacdo a um
contexto sociocultural especifico, com base em minuciosa revisdo de literatura.
Finalmente, devem indicar explicitamente quais e como foram seguidas as etapas do
modelo tedrico de adaptacao no trabalho submetido para publicacéo.

Obs: O instrumento de afericdo deve ser incluido como anexo dos artigos

submetidos.
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Informacdes complementares:

e Devem ter até 3.500 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e
referéncias.

» As tabelas e figuras, limitadas a 5 no conjunto, devem incluir apenas os dados
imprescindiveis, evitando-se tabelas muito longas. As figuras ndo devem
repetir dados ja descritos em tabelas.

» As referéncias bibliogréficas, limitadas a cerca de 25, devem incluir apenas
aguelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-
se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma
citacdo. Citacdes de documentos ndo publicados e n&o indexados na
literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas. Caso nao
possam ser substituidas por outras, ndo fardo parte da lista de referéncias
bibliograficas, devendo ser indicadas nos rodapés das paginas onde estao
citadas.

Os resumos devem ser apresentados no formato estruturado, com até 300
palavras, contendo os itens: Objetivo, Métodos, Resultados e Conclusées.
Excetuam-se 0s ensaios tedricos e 0s artigos sobre metodologia e técnicas usadas
em pesquisas, cujos resumos sao no formato narrativo, que, neste caso, terdo limite
de 150 palavras.

A estrutura dos artigos originais de pesquisa € a convencional: Introducéo,
Métodos, Resultados e Discussdo, embora outros formatos possam ser aceitos.
A Introducdo deve ser curta, definindo o problema estudado, sintetizando sua
importancia e destacando as lacunas do conhecimento que serdo abordadas no
artigo. As fontes de dados, a populagcéo estudada, amostragem, critérios de selecéo,
procedimentos analiticos, dentre outros, devem ser descritos de forma compreensiva
e completa, mas sem prolixidade. A secéo de Resultados deve se limitar a descrever
os resultados encontrados sem incluir interpretagdes/comparacdes. O texto deve
complementar e ndo repetir 0 que esta descrito em tabelas e figuras. A Discusséo
deve incluir a apreciacdo dos autores sobre as limitagcdes do estudo, a comparacéo
dos achados com a literatura, a interpretacdo dos autores sobre os resultados
obtidos e sobre suas principais implicacdes e a eventual indicacdo de caminhos para
novas pesquisas. Trabalhos de pesquisa qualitativa podem juntar as partes
Resultados e Discussao, ou mesmo ter diferencas na nomeacao das partes, mas

respeitando a légica da estrutura de artigos cientificos.
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ComunicacgOes Breves: Séo relatos curtos de achados que apresentam interesse
para a saude publica, mas que ndo comportam uma analise mais abrangente e uma
discusséo de maior folego.

Informacdes complementares:

« Devem ter até 1.500 palavras (excluindo resumos tabelas, figuras e
referéncias) uma tabela ou figura e até 5 referéncias.

e Sua apresentacdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para
artigos originais, exceto quanto ao resumo, que nao deve ser estruturado e

deve ter até 100 palavras.

ARTIGOS DE REVISAO

Revisdo sistematica e meta-analise: Por meio da sintese de resultados de
estudos originais, quantitativos ou qualitativos, objetiva responder a pergunta
especifica e de relevancia para a saude publica. Descreve com pormenores 0
processo de busca dos estudos originais, os critérios utilizados para selecao
daqueles que foram incluidos na reviséo e os procedimentos empregados na sintese
dos resultados obtidos pelos estudos revisados (que poderdo ou nhao ser
procedimentos de meta-analise).

Revisdo narrativa/critica : A revisdo narrativa ou revisdo critica apresenta
carater descritivo-discursivo, dedicando-se a apresentagcdo compreensiva e a
discussdo de temas de interesse cientifico no campo da Saude Publica. Deve
apresentar formulacdo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentacéo
l6gica, critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva.
Deve ser elaborada por pesquisadores com experiéncia no campo em questao ou
por especialistas de reconhecido saber.

Informacdes complementares:

+ Sua extensao € de até 4.000 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e
referéncias.

« O formato dos resumos, a critério dos autores, sera narrativo, com até 150
palavras. Ou estruturado, com até 300 palavras.

« Nao ha limite de referéncias.
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COMENTARIOS

Visam a estimular a discussao, introduzir o debate e "oxigenar" controvérsias
sobre aspectos relevantes da saude publica. O texto deve ser organizado em topicos
ou subitens destacando na Introducdo o assunto e sua importancia. As referéncias
citadas devem dar sustentacao aos principais aspectos abordados no artigo.

Informacgdes complementares:

« Sua extensdo é de até 2.000 palavras, excluindo resumos, tabelas, figuras e
referéncias

« O formato do resumo é o narrativo, com até 150 palavras.

« As referéncias bibliograficas estéo limitadas a cerca de 25

Publicam-se também Cartas Ao Editor com até 600 palavras e 5 reférencias.
AUTORIA

O conceito de autoria est4 baseado na contribuicdo substancial de cada uma
das pessoas listadas como autores, no que se refere sobretudo a concepcgéo do
projeto de pesquisa, andlise e interpretacdo dos dados, redacéo e revisao critica. A
contribuicdo de cada um dos autores deve ser explicitada em declaracédo para esta
finalidade. Nao se justifica a inclusdo de nome de autores cuja contribuicdo néo se
enguadre nos critérios acima.

Dados de identificacdo do autor responsavel (cadastro)

Nome e sobrenome: O autor deve seguir o formato pelo qual ja é indexado nas
bases de dados.

Correspondéncia: Deve constar o nome e endereco do autor responsavel para troca
de correspondéncia.

Instituicdo: Podem ser incluidas até trés hierarquias institucionais de afiliagcdo (por

exemplo: departamento, faculdade, universidade).

IDENTIFICACAO DO MANUSCRITO

Titulo no idioma original do manuscrito e em inglés: O titulo deve ser conciso e
completo, contendo informacdes relevantes que possibilitem recuperacdo do artigo
nas bases de dados. O limite é de 90 caracteres, incluindo espagos. Se 0 manuscrito

for submetido em inglés, fornecer um titulo em portugués.
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Titulo resumido: Deve conter até 45 caracteres, para fins de legenda nas
paginas impressas.
Descritores: Devem ser indicados entre 3 e 10, extraidos do

vocabulario "Descritores em Ciéncias da Saude" (DeCS) , nos idiomas portugués,

espanhol e inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH) . Se n&o forem

encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderdo ser
indicados termos nédo existentes nos conjuntos citados.

Numero de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada
manuscrito € limitada a cinco em conjunto. Todos os elementos graficos ou tabulares
apresentados  serdo identificados como figura ou tabela, e numerados
sequencialmente a partir de um, e ndo como quadros, graficos, etc.

Co-autores: Identificar os co-autores do manuscrito pelo nome, sobrenome e
instituicdo, conforme a ordem de autoria.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de
auxilio, o nome da agéncia financiadora e o respectivo nimero do processo.

Apresentacao prévia: Tendo sido apresentado em reunido cientifica, indicar o
nome do evento, local e ano da realizacdo. Quando baseado em tese ou
dissertacdo, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de pos-
graduacéo e instituicdo onde foi apresentada.

PREPARO DOS MANUSCRITOS

Resumo: Sao publicados resumos em portugués, espanhol e inglés. Para fins
de cadastro do manuscrito, deve-se apresentar dois resumos, um na lingua original
do manuscrito e outro em inglés (ou em portugués, em caso de manuscrito
apresentado em inglés). As especificacdes quanto ao tipo de resumo estdo descritas
em cada uma das categorias de artigos . Como regra geral, o resumo deve incluir:
objetivos do estudo, principais procedimentos metodolégicos (populacdo em estudo,
local e ano de realizacdo, métodos observacionais e analiticos), principais resultados

e conclusodes.

Estrutura do texto:
* Introducdo: Deve ser curta, relatando o contexto e a justificativa do estudo,

apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, que deve
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estar explicito no final desta parte. Ndo devem ser mencionados resultados ou
conclusdes do estudo que esta sendo apresentado.

Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente; bem
como as variaveis analisadas, com a respectiva definicdo quando necessaria
e a hipbétese a ser testada. Devem ser descritas a populacdo e a amostra,
instrumentos de medida, com a apresentacdo, se possivel, de medidas de
validade; e conter informacdes sobre a coleta e processamento de dados.
Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas
empregados, inclusive 0s métodos estatisticos; métodos novos ou
substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razdes
para seu uso e mencionando suas limitacdes. Os critérios éticos da pesquisa
devem ser respeitados. Os autores devem explicitar que a pesquisa foi
conduzida dentro dos padrdes éticos e aprovada por comité de ética.
Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se
com a descricdo dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser
restritas aquelas necessarias para argumentacdo e a descricdo dos dados no
texto deve ser restrita aos mais importantes. Os graficos devem ser utilizados
para destacar os resultados mais relevantes e resumir relacdes complexas.
Dados em gréficos e tabelas ndo devem ser duplicados, nem repetidos no
texto. Os resultados numéricos devem especificar os métodos estatisticos
utilizados na analise. Material extra ou suplementar e detalhes técnicos

podem ser divulgados na verséo eletronica do artigo.

Discussao: A partir dos dados obtidos e resultados alcancados, 0s novos e
importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura
cientifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas
em comunicacdo de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos
nao podem servir de apoio as argumentacdes do autor. Tanto as limitacdes
do trabalho quanto suas implicacbes para futuras pesquisas devem ser
esclarecidas. Incluir somente hipéteses e generalizagdes baseadas nos dados
do trabalho. As conclusGes devem finalizar esta parte, retomando o objetivo

do trabalho.
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Referéncias:

Listagem: As referéncias devem ser normalizadas de acordo com o
estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to B iomedical
Journals: Writing and Editing for Biomedical Public ation, ordenadas
alfabeticamente e numeradas. Os titulos de periodicos devem ser referidos de forma
abreviada, de acordo com o Medline, e grafados no formato itadlico. No caso de
publicacbes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se 0s seis
primeiros, seguidos da expressao latina “et al”. Referéncias de um mesmo autor
devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente. Sempre que possivel

incluir o DOI do documentado citado, de acordo com os exemplos abaixo.

Exemplos:

Artigos de periédicos

Narvai PC. Carie dentaria e flior: uma relagdo do século XX. Cienc Saude Coletiva.
2000;5(2):381-92. DOI:10.1590/S1413-81232000000200011

Zinn-Souza LC, Nagai R, Teixeira LR, Latorre MRDO, Roberts R, Cooper SP, et al.
Fatores associados a sintomas depressivos em estudantes do ensino médio de Sao
Paulo, Brasil. Rev Saude Publica. 2008;42(1):34-40. DOI:10.1590/S0034-
89102008000100005.

Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de
extensdo. Cad Saude Coletiva [Internet].2005;21(1):256-65. Disponivel
em:http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf  DOI:10.1590/S0102-
311X2005000100028

Livros

Nunes ED. Sobre a sociologia em saude. Sdo Paulo; Hucitec;1999.
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Wunsch Filho V, Koifman S. Tumores malignos relacionados com o trabalho. In:
Mendes R, coordenador. Patologia do trabalho. 2. ed. Sdo Paulo: Atheneu; 2003.
v.2, p. 990-1040.

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer Washington:
National Academy Press; 2001[citado 2003 jul 13] Disponivel em:
http://www.nap.edu/catalog.php?record_id=10149

Para outros exemplos recomendamos consultar as normas (“Citing Medicine”) da
National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed).

Referéncias a documentos nao indexados na literatura cientifica mundial, em
geral de divulgacao circunscrita a uma instituicdo ou a um evento (teses, relatorios
de pesquisa, comunicacdes em eventos, dentre outros) e informacdes extraidas de
documentos eletrbnicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevantes,
devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

Citacdo no texto: A referéncia deve ser indicada pelo seu numero na
listagem, na forma de expoente apds a pontuagdo no texto, sem uso de parénteses,
colchetes e similares. Nos casos em que a citacdo do nome do autor e ano for
relevante, o numero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor.
Trabalhos com dois autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por &.
NOs outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al. em caso de
autoria multipla).

Exemplos:
A promocao da saude da populacdo tem como referéncia o artigo de Evans &
Stoddart,” que considera a distribuicdo de renda, desenvolvimento social e reacdo

individual na determinacéo dos processos de saude-doenca.

Segundo Lima et al® (2006), a prevaléncia se transtornos mentais em estudantes de

medicina e maior do que na populacao em geral.

Parece evidente o fracasso do movimento de salde comunitaria, artificial e

distanciado do sistema de satde predominante.****
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Tabelas

Devem ser apresentadas depois do texto, numeradas consecutivamente com
algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se
atribuir um titulo breve, ndo se utilizando tragcos internos horizontais ou verticais. As
notas explicativas devem ser colocadas no rodapé das tabelas e ndo no cabecalho
ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os
autores devem solicitar formalmente autorizacdo da revista que a publicou, para sua
reproducdo. Para composicdo de uma tabela legivel, o nimero maximo € de 12
colunas, dependendo da quantidade do conteudo de cada casela. Tabelas que néo
se enquadram no nosso limite de espaco grafico podem ser publicadas na versao
eletrbnica. Notas em tabelas devem ser indicadas por letras, em sobrescrito e
negrito. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os

autores devem solicitar autorizagéo para sua reproducédo, por escrito.

Figuras

As ilustracdes (fotografias, desenhos, graficos, etc.) devem ser citadas como Figuras
e numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram
citadas no texto e apresentadas apdés as tabelas. Devem conter titulo
e legenda apresentados na parte inferiorda figura. SO0 serdo admitidas para
publicacao figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua
impressao, preferentemente no formato vetorial. No formato JPEG, a resolucao
minima deve ser de 300 dpi. Nao se aceitam graficos apresentados com as linhas de
grade, e os elementos (barras, circulos) ndo podem apresentar volume (3-D).
Figuras em cores sdo publicadas quando for necessaria a clareza da informacgéo. Se
houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem

solicitar autorizacdo, por escrito, para sua reproducao.
DECLARACOES E DOCUMENTOS

Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical
Journal Editors, sdo solicitados alguns documentos e declaracbes do(s) autor(es)

para a avaliacdo de seu manuscrito. Observe a relagdo dos documentos abaixo e,
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nos casos em que se aplique, anexe o documento ao processo. O momento em que

tais documentos serao solicitados é variavel:

Documento/declaragao Quem assina Quando anexar
a. Carta de Apresentacao Todos os autores | Submissao
b. Responsabilidade pelos | Autor responsavel | Aprovacao

Agradecimentos

c. Transferéncia de Direitos | Todos os autores | Aprovagao

Autorais

a. A Carta de Apresentacdo do manuscrito, assinada por todos os autores, deve

conter:

Informacdes sobre os achados e conclusdes mais importantes do manuscrito,

esclarecendo seu significado para a saude publica.

+ Se 0s autores tém artigos publicados na linha de pesquisa do manuscrito,
mencionar até trés.

+ Declaragdo de responsabilidade de cada autor:ter contribuido
substancialmente para a concepcdo e planejamento, ou andlise e
interpretacdo dos dados; ter contribuido significativamente na elaboracdo do
rascunho ou na revisao critica do conteudo; e ter participado da aprovacao da
versao final do manuscrito. Para maiores informacdes sobre critérios de
autoria, consulte o site da RSP.

+ Declaragéo de potenciais conflitos de interesses dos autores. Para maiores

informacdes, consulte o site da RSP.

- Atestar a exclusividade da submissao do manuscrito a RSP.

b. AGRADECIMENTOS

Ha um campo no formulario de submissdo do artigo onde devem ser mencionados
0s nomes de pessoas que, embora ndo preencham os requisitos de autoria,
prestaram colaboracdo ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do
agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisdo critica do manuscrito,
coleta de dados, etc. Deve haver permissdo expressa dos nomeados e o autor
responsavel deve anexar a Declaracdo de Responsabilidade pelos Agradecimentos.

Também pode constar desta parte apoio logistico de instituicdes.
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c. TRANSFERENCIA DE DIREITOS AUTORAIS

Todos os autores devem ler, assinar e enviar documento transferindo os direitos
autorais. O artigo sO sera liberado para publicacdo quando esse documento estiver
de posse da RSP .

VERIFICACAO DOS ITENS EXIGIDOS

1. Nome e instituicdo de afiliacdo de cada autor, incluindo e-mail e telefone.

2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés, com até 90 caracteres, incluindo os
espacos entre as palavras.

3. Titulo resumido com 45 caracteres, para fins de legenda em todas as paginas
impressas.

4. Texto apresentado em letras arial, corpo 12, em formato Word ou similar
(doc,txt,rtf).

5. Resumos estruturados para trabalhos originais de pesquisa em dois idiomas, um
deles obrigatoriamente em inglés.

6. Resumos narrativos para manuscritos que nédo sao de pesquisa em dois idiomas,
um deles obrigatoriamente em inglés.

7. Carta de Apresentacdo, constando a responsabilidade de autoria__ e conflito de

interesses, assinada por todos os autores.

8. Nome da agéncia financiadora e nimero(s) do processo(s).

9.No caso de artigo baseado em tese/dissertacdo, indicar o0 nome da
instituicdo/Programa, grau e o ano de defesa.

10. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas alfabeticamente
pelo primeiro autor e numeradas, e se todas estéo citadas no texto.

11. Tabelas numeradas seqliencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12
colunas.

12. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolucdo
minima 300 dpi; em se tratando de graficos, devem estar em tons de cinza, sem
linhas de grade e sem volume.

13. Tabelas e figuras ndo devem exceder a cinco, no conjunto.
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