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RESUMO: A infeccdo genital pelo papilomavirus humano (Human Papillomavirus —
HPV) € a mais frequente doenca sexualmente transmissivel (DST) na mulher e no
homem. Existem mais de 200 tipos diferentes identificados de HPV, entre os quais mais
de 100 estdo completamente sequenciados geneticamente e mais de 120 com
sequenciamento parcial. Os HPVs sdo classificados de acordo com a capacidade de
alteracdo na regulacdo celular, sendo divididos em grupos de baixo, intermedidrio e alto
risco. Os métodos usados na deteccdo do DNA do HPV em lesdes variam amplamente
na sua sensibilidade e especificidade. Objetivos: Este trabalho teve por objetivo
padronizar a técnica de reacdo em cadeia da polimerase - PCR, no laboratério de
biologia molecular pertencente a Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade
Federal da Grande Dourados para o diagndstico das papilomatoses humanas.
Metodologia: A partir de amostras de mucosa oriundas do banco de amostras do
Laboratério de Microbiologia Aplicada da Faculdade de Ciéncias da Saude teve inicio
os processos de extragdo e deteccdo do virus pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase. Para a extracdo do DNA foram testados trés protocolos distintos, seguindo
os protocolos indicados para DNAzol ™, TRIzol ™ e extracio MiniPrep . Elegeu-se a
técnica de PCR com os primers MY09/MY1 e GH20/GH21. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% e os fragmentos foram visualizados
sob luz ultravioleta (UV) no transluminador. Resultados: Das quatro amostras
analisadas, todas amplificaram o gene controle da B-globina humana. Assim, a andlise
da presenca do DNA do HPV foi efetuada em todas as amostras, que foram submetidas

a técnica de PCR e se mostraram positivas.

PALAVAS-CHAVE: Papilomatoses Humanas, Reacdo em cadeia da polimerase,

padronizacao.
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ABSTRACT

The genital infection by the human papillomavirus (Human Papillomavirus-HPV) is the
most common sexually transmitted disease (STD) in women and in men. There are
more than 200 different types of HPV identified, among whom more than 100 are
completely genetically sequenced and more than 120 with partial sequencing. The Hpv
are classified according to the ability to change in cellular regulation, being divided into
groups of low, intermediate and high risk. The methods used in the detection of HPV
DNA in injuries vary widely in their sensitivity and specificity. Objectives: This study
aimed to standardize the technique polymerase chain reaction-PCR, in the laboratory of
molecular biology in the Faculdade de Ciéncias da Saude of the Universidade Federal
da Grande Dourados for diagnosis of Papillomatosis. Methodology: from mucous
samples from the samples of Applied Microbiology Laboratory of the Faculdade de
Ciéncias da Satide began the detection and extraction processes processes of extraction
and detection of viruses by polymerase chain reaction. For the extraction of DNA were
tested three different protocols, following popular protocols for DNAzol ™, TRIzol ™
and extraction MiniPrep. Was elected the technique the PCR with the primers,
MY09/MY11and GH20/GH21. The PCR products were subjected to electrophoresis in
3% agarose gel and fragments were visualized under ultraviolet light (UV) in
transluminator. Results: of the four samples analyzed, all amplified the gene control of
human B-globin. Thus, the analysis of the presence of HPV DNA was made on all

samples, who underwent PCR and were positive.

KEYWORDS: Human Papillomatosis, polymerase chain reaction, standardization.
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PADRONIZACAO DA TECNICA DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

PARA DIAGNOSTICO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO.

STANDARDIZATION TECHNIQUE OF POLYMERASE CHAIN REACTION FOR

DIAGNOSIS OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS.

1. INTRODUCAO

Os papilomas virus possuem genoma de DNA fita dupla, sdo espécie- especifico
e possuem uma gama restrita de hospedeiros. Infectam as células do epitélio basal (pele
e mucosas) e possuem predilecdo por local-especifico dentro do epitélio susceptivel.
Alguns tipos causam apenas verrugas cutaneas em humanos e outros causam lesdes
oncogeénicas, especificamente na regido anogenital (1).

A prevaléncia da infec¢cao pelo papilomavirus humano (HPV) em mulheres de
15 anos a 74 anos varia de 1,4% a 25,6%, no Brasil, dependendo da regido estudada,
sendo considerada a infec¢do de transmissao sexual mais frequente do mundo (2).

Existem mais de 200 tipos diferentes identificados de HPV, entre os quais mais
de 100 estdo completamente sequenciados geneticamente e mais de 120 com
sequenciamento parcial (3).

Sao determinantes da infeccao pelo HPV fatores préprios do hospedeiro, e
aspectos relacionados a propria infec¢do viral, tais como tipo, carga viral e infeccao
unica ou multipla. Os fatores de risco, tais como o uso prolongado de contraceptivos
orais; fatores ligados a imunidade, a genética, ao comportamento sexual, a idade e
tabagismo podem influenciar e determinar a regressao ou a persisténcia da infecc¢do e
também a progressao para lesdes precursoras ou cancer (4).

Os HPVs sdo classificados de acordo com a capacidade de alteragdo na

regulagdo celular, sendo divididos em grupos de baixo, intermedidrio e alto risco

1
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oncogénico. Esta divisdo estd baseada em grandes estudos epidemiolégicos tipo caso-
controle (5,7,9,13). A classificacdo taxondOmica, baseada em dados parciais de
sequéncias da regido L1(proteina do capsidio maior do virus que representa 80% da
proteina total viral) dos papilomavirus, também reflete esta divisdo, embora haja
divergéncias entre a filogenia estabelecida por sequenciamento e aquela estabelecida
por similaridade fenotipica/clinica (3). Os HPV-s de baixo risco oncogénico estdo
agrupados nas espécies al, a8 e al0, enquanto os de alto risco se concentram nas
espécies a5, a6, a7 e a9 (6). Em relacdo a classificacdo epidemiolégica, os HPVs 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66 € 73 sdo considerados como
de alto e intermedidrio risco oncogénico e os HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81,
70, CP6108 como de baixo risco (5).

Os HPV de baixo risco oncogénico, principalmente o 6 e 11, causam as lesdes
ndo oncogénicas , limitadas na regido anogenital (verrugas, lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau) e na laringea (papilomatose laringeia recorrente), com
substancial morbidade e alto custo de tratamento (7).

A deteccdo e tratamento precoce de lesdes pré-malignas causadas por HPV
podem prevenir a progressao ao cancer (8,9).

O teste do Papanicolau (teste Pap) € um exame de triagem primdrio, barato e
rapido, porém, possui algumas limitagdes na deteccdo de lesdes precursoras do cancer
cervical, apresentando uma taxa de 20-30% de resultados falso-negativos (6). A PCR ¢é
uma técnica baseada na amplificacdo enzimatica de segmentos especificos de DNA do
HPV, através de oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) e polimerizacao
com enzimas (DNA — polimerase) (10).

A deteccdo do HPV pela PCR é geralmente realizada utilizando um dos

iniciadores consensus, 0 MY09-MY(11,12) ou o GP5/GP6 (14,10). Atualmente, a PCR
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permite uma avalia¢do aprofundada dos dados epidemioldgicos, incluindo a prevaléncia
de infeccdes subclinicas ou latentes. Entretanto, ela tem as seguintes desvantagens:
amplificacdo de quantidades minusculas de DNA de HPV contaminantes, que podem
levar a resultados falsos positivos. Cada método € limitado pela sensibilidade, pela
especificidade, pela prética, pelo custo e pela disponibilidade comercial (13).

A técnica de PCR € a mais utilizada no diagndstico molecular de HPV e é
considerada o método mais sensivel para a deteccio do DNA viral em espécimes
clinicos (14,15,16).

Em comparacdo ao método de captura hibrida, estudos demonstram uma
especificidade que varia de 78,3 a 93% para captura hibrida e 92.8 a 100% para a PCR
(17,18). A PCR permite a replicacdo in vitro do DNA viral para que sejam geradas
cOpias suficientes para deteccdo e andlise (19, 20, 21).

O nivel de sensibilidade de uma técnica € definido pela sua capacidade de
deteccao da menor quantidade possivel de DNA. A especificidade determina o nivel de
acurdcia de um ensaio, ou seja, quanto menor a quantidade de falsos-positivos e falsos-
negativos da técnica, melhor sua acuricia (22).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) aumentou a acuricia diagnéstica, mas
as técnicas ainda ndo seguem um padrio comum e os resultados variam entre os
laboratérios. Por isso € de grande importancia a padronizacdo da técnica local e
adequacdo da metodologia de acordo com as varidveis especificas, para assim melhorar
a especificidade e a efici€éncia da reacdo; este trabalho teve por objetivo padronizar a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase - PCR, no laboratério de biologia molecular
pertencente a Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande

Dourados para o diagndstico do HPV.
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2. OBIJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Padronizar a técnica de reacdo em cadeia da polimerase - PCR, no Laboratério de
Biologia Molecular pertencente a Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade

Federal da Grande Dourados para o diagnéstico de Papilomatoses Humanas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliar os métodos de extracdo para a amplificacdo do DNA gendmico pela técnica da

PCR;

- Padronizar a PCR para a deteccdo do HPV;

- Avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica padronizada para diagndstico das

Papilomatoses Humanas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras
A partir de amostras de mucosa genital oriundas do banco de amostras do
Laboratério de Microbiologia Aplicada da Faculdade de Ciéncias da Saudde, teve inicio
os processos de extragdo e deteccdo do virus pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase. As amostras ficaram armazenadas a - 80 °C até o processamento. Este € um

estudo com ensaios experimentais onde as amostras foram escolhidas ao acaso.

3.2 Extragdo

Para a extracdo do DNA foram testados trés protocolos distintos, seguindo os
protocolos indicados para DNAzol ™, TRIzol ™ e extracdo MiniPrep . Feita a extracio
pelos métodos descritos acima, o material foi submetido a reacdo em cadeia da

polimerase.

3.3 Reagdo em Cadeia pela Polimerase

Elegeu-se a técnica de PCR com os primers MY09/MY 1, descritos por Manos et
al. (1989), e GH20/GH21, descritos por Bell et al (1993), que apresentam caracteristicas
de alta sensibilidade e especificidade. Os primers escolhidos foram utilizados, um para
deteccio do HPV e um como controle interno da reacdo (controle de qualidade da
amostra) para amplificacdo do gene da B-globina: MY09/MY11, GH20/PCO4
respectivamente. O primeiro par flanqueia a regido L1 do genoma viral. O par de
primers MY09/11 flanqueia uma sequéncia de cerca de 450pb dentro da regido de
leitura aberta (open reading frame — ORF) L1 do HPV, enquanto o par GH20/PCOQy,

uma sequéncia de cerca de 268pb.
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A amplificacdo foi realizada em um termociclador onde todas as amplificagdes
incluem um controle positivo e um controle negativo. Como controle positivo da
reacdo, foram utilizadas amostras conhecidamente positivas e, como controle negativo,
foi utilizado dgua (23).

A reacgdo foi realizada sob as seguintes condi¢des de concentracdo para PCR:
Agua ultrapura; tampao de PCR 10X; MgCl, 50 mM; dNTP 10mM; Taq polimerase
SU/ uL e oligonucleotideos iniciadores a 25 uM. Em fluxo laminar, foram adicionados
1,5 uL de DNA gendmico de cada amostra. A amplificacdo foi executada em 20uL de
uma mistura de reacdo (MIX). As amostras foram adicionadas ao MIX e submetidas a
40 ciclos de amplificacdo, onde foram inicialmente testadas trés temperaturas de
anelamento distintas (69,2; 71 e 73 °C). Os fragmentos foram amplificados sob as
seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95°C por 05 minutos, 40 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 44 segundos e extensdo a

72°C por 40 segundos, com extensio final a 72°C por 5 minutos.

3.4 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%
durante uma hora, sob voltagem constante de 80 volts. Os géis foram revelados com
brometo de etidio (4,62 ng/mL) e GelRed™ 10,000X , para posterior comparagdo em
relacdo a qualidade da imagem gerada. Os fragmentos foram visualizados sob luz
ultravioleta (UV) no transluminador (Loccus Biotecnologia) e as bandas observadas no

gel foram analisadas através de comparagdo com o padrao de peso molecular escolhido.
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4. RESULTADOS

Das quatro amostras analisadas, todas amplificaram o gene controle da -globina
humana (Figura 1). Assim, a andlise da presenca do DNA do HPV foi efetuada em
todas as amostras que foram submetidas a técnica de PCR. A andlise das imagens da
PCR evidenciou o DNA do HPV em todas as quatro amostras (Figura 2).

Dentre os trés tipos de extragdo utilizados as metodologias de extracdo por
DNAzol ™ ¢ MiniPrep foram as mais eficientes. A extracdo por TRIzol ™ nio se
apresentou eficiente diante dos testes por apresentar um DNA impuro, com altas
quantidades de proteina.

Em relacdo a coloracio o corante GelRed™ 10,000X foi mais eficiente pois
permitiu a visualizacdo das sequencias reveladas com maior nitides.

A padronizacdo da PCR requer processamento criterioso das amostras para
evitar intercorréncias causadas por alteracdo nas varidreis como o ndmero de ciclos, a
temperatura, tempo de duracdo de cada ciclo, a quantidade de magnésio, bem como a
qualidade e a quantidade de primers utilizados que podem interferir nos resultados do

teste. Apos a amplificacdo, observou-se a presenca da banda de 450 pares de base na

defini¢do dos positivos nas amostras (Figura 3).
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5. DISCUSSAO

A reacdo em cadeia por polimerase (PCR) é capaz de detectar a presenca de
DNA viral nas amostras de esfregaco cervical.

Existem diversos protocolos para a PCR, mas os mais utilizados sdo aqueles
onde ocorre amplificagdo de regides conservadas do genoma viral, como o gene L1 ou o
gene El, para a detec¢do de vdrios tipos de HPV genitais relevantes em uma unica
reacdo, através do uso de diferentes tipos de primers degenerados (24).

Como ja descrito por Villa (2002), a padronizacdo e utilizacao do testes de PCR
cada vez mais eficazes ajudariam na identificacdo de tipos de HPV e na busca do
tratamento mais adequado a ser adotado pelo médico a fim de prevenir efetivamente o
cancer cervical, principalmente nas pacientes infectadas por HPV de maior potencial
oncogeénico (25).

A incidéncia global de infec¢do por HPV em tumores epiteliais escamosos pode
variar entre estudos. Esta variacdo depende de varios fatores, como caracteristicas
geograficas da populacdo, preparacdo da amostra e utilizacido de diferentes métodos de
detec¢ao molecular do virus, dai a importancia de se realizar uma padronizacdo local,
para servir de protocolo padrdo para estudos futuros. A sensibilidade e a especificidade
entre os testes para detec¢do de HPV variam muito.

A padronizacdo realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da Faculdade de

Ciéncias da Saudde, pertencente a Universidade Federal da Grande Dourados teve como

| ™.

b

padrées de protocolo os seguintes itens: Extracdo realizada por DNAzo
concentracdo de magnésio para a reacdo de S0mM com volume de 0,4uL, temperatura

de anelamento de 72°C e o reagente de coloracdo GelRed™ 10,000X.
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A medida que a tecnologia avanca, as técnicas moleculares vdo se aprimorando
na deteccdo do HPV. O objetivo final é desenvolver uma metodologia de baixo custo

que apresente resultados rapidos e eficientes.
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7.1 ANEXO 1

Figura 1

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose a 3% mostrando resultado da
amplificacdo da B-globina (268 pb) por PCR, com o uso dos primes
GH20/PCO;4. PM 100 = padrdo de tamanho molecular (100 pb DNA
Ladder, Invitrogen).

Figura 2

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose a 3% mostrando resultado da
amplificacdo do HPV (450 pb) por PCR, com o uso dos primes
MY09/MY11. PM 100 = padrdo de tamanho molecular (100 pp DNA
Ladder, Invitrogen); controle positivo para DNA do HPV; controle
negativo.



Figura 3

Mt 69 267 O S5

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 3% mostrando resultado da
amplificacdo do HPV (450 pb) por PCR, teste da temperatura de Melting.
PM 100 = padrio de tamanho molecular (100 pb DNA Ladder,
Invitrogen); controle positivo para DNA do HPV; controle negativo.



7.2 ANEXO 2

NORMAS PARA PUBLICACAO

A Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (Rev Bras Gincecol Obstet., ISSN
0100 7203), publicacdo mensal de divulgacdo cientifica da Federacdo das Sociedades de
Ginecologia e Obstetricia (Febrasgo), € dirigida a obstetras, ginecologistas e
profissionais de dreas afins, com o propdsito de publicar contribui¢des originais sobre
temas relevantes no campo da Ginecologia, Obstetricia e dreas correlatas. E aberta a
contribuicdes nacionais € internacionais. A revista aceita e publica trabalhos em

portugués, inglés e espanhol.

O material enviado para andlise ndo pode ter sido submetido simultaneamente a
publicacdo em outras revistas nem publicado anteriormente. Na sele¢do dos manuscritos
para publicacdo, sdo avaliadas originalidade, relevancia do tema e qualidade da
metodologia utilizada, além da adequacdo as normas editoriais adotadas pela revista. O
material publicado passa a ser propriedade da Revista Brasileira de Ginecologia e
Obstetricia e da Febrasgo, s6 podendo ser reproduzido, total ou parcialmente, com a

anuéncia dessas entidades.

Os manuscritos submetidos a revista sd@o analisados por pareceristas e o sigilo sobre a
autoria e a identidade dos revisores € garantido durante todo o processo de edicdao. Os
pareceres dos revisores e as instru¢des do editor serdo enviados para os autores para que
eles tomem conhecimento das alteracdes a serem introduzidas. Os autores devem
reenviar o texto com as modificagdes solicitadas assim que possivel, devendo justificar,
na carta de encaminhamento, se for o caso, o motivo do nao atendimento de alguma

sugestdo para modificacdo. Nao havendo retorno do trabalho ap6s trés meses, presume-



se que os autores ndo tém mais interesse na publicacdo. Os autores podem solicitar em
qualquer ponto do processo de andlise e edicdo do texto a sustacdo do processo € a
retirada do trabalho. Os conceitos e as declaragdes contidos nos artigos sdo de

responsabilidade dos autores.

A revista publica contribui¢cdes nas seguintes categorias:

1. Artigos Originais, trabalhos completos prospectivos, experimentais ou
retrospectivos. Manuscritos contendo resultados de pesquisa clinica ou experimental
original tém prioridade para publicacao.

2. Relatos de Casos, de grande interesse e bem documentados, do ponto de vista
clinico e laboratorial. Os autores deverdo indicar na carta de encaminhamento os
aspectos novos ou inesperados em relacdo aos casos ja publicados. O texto das secdes
Introducgdo e Discussdo deve ser baseado em revisao bibliogrifica atualizada. O nimero
de referéncias pode ser igual ao dos trabalhos completos.

3. Técnicas e Equipamentos, para apresentacdo de inovagdes em diagndstico,
técnicas cirdrgicas e tratamentos, desde que ndo sejam, clara ou veladamente,
propaganda de drogas ou outros produtos. Valem para essa categoria todas as normas
aplicadas para trabalhos completos.

4. Artigos de Revisdo, incluindo avaliagdo critica e sistematizada da literatura,
meta-andlises ou revisdes sistematicas. A selecao dos temas e o convite aos autores tém
como base planejamento estabelecido pela editoria. Contribui¢des espontaneas podem
ser aceitas. Nesse caso, devem ser enviados inicialmente um resumo ou roteiro do texto,
a lista de autores e as respectivas publicacdes sobre o tema. Se houver interesse da
revista, serd enviado convite para apresentacdo do texto definitivo. Todos os autores

devem ter publicagdes em periddicos regulares, indexados sobre o tema da revisdao. O



nimero de autores € limitado a quatro, dependendo do tipo de texto e da metodologia
empregada. Devem ser descritos os métodos e procedimentos adotados para a obten¢dao
do texto, que deve ter como base referéncias recentes, inclusive do ano em curso.
Tratando-se de tema ainda sujeito a controvérsias, a revisao deve discutir as tendéncias
e as linhas de investigacdo em curso. Apresentar, além do texto da revisdo, resumo,
abstract e conclusdes. Ver a secdo "Preparo do manuscrito" para informacdes quanto ao
texto principal, pdgina de rosto, resumo e abstract;

5. Comentarios Editoriais, solicitados pelo editor;

6. Resumos de Teses apresentadas e aprovadas nos ultimos 12 meses, contados da
data de envio do resumo. Devem conter, aproximadamente, 300 palavras e, para serem
aceitos, devem seguir as normas da revista quanto a estruturacdo, a forma e ao
conteddo. Incluir titulo em portugués e inglés e, no minimo, trés palavras ou
expressoes-chave. Ndo ha revisdo do texto dos Resumos de Teses. No arquivo enviado,
informar: nome completo do autor e do orientador; membros da banca; data de
apresentacdo e a identificacdo do servigo ou departamento onde a tese foi desenvolvida
e apresentada. Lembramos que a publicacdo do resumo ndo impede a posterior
publicacdo do trabalho completo em qualquer periddico.

7. Cartas dos Leitores para o Editor, versando sobre matéria editorial ou ndo, mas
com apresentacdo de informacdes relevantes ao leitor. As cartas podem ser resumidas
pela editoria, mas com manutencdo dos pontos principais. No caso de criticas a
trabalhos publicados, a carta € enviada aos autores para que sua resposta possa ser

publicada simultaneamente.

Informagdes gerais

1. A revista ndo aceita material editorial com objetivos comerciais.



2. Conflito de interesses: devem ser mencionadas as situagdes que podem
influenciar de forma inadequada o desenvolvimento ou as conclusdes do trabalho. Entre
essas situagdes, menciona-se a participagdo societdria nas empresas produtoras das
drogas ou dos equipamentos citados ou utilizados no trabalho, assim como em
concorrentes da mesma. Sdo também consideradas fontes de conflito os auxilios
recebidos, as relagdes de subordinacdo no trabalho, as consultorias etc.

3. No texto, deve ser mencionada a submissdo e a aprovacdo do estudo por um
Comité de Etica em Pesquisa reconhecido pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).

4. Artigo que trate de pesquisa clinica com seres humanos deve incluir a
declaracdo, na secdo Métodos, de que os sujeitos do estudo assinaram o termo de
consentimento livre e informado. Os autores devem informar, também, que a pesquisa
foi conduzida de acordo com a Declara¢do de Helsinque revisada em 2008.

5. No caso de trabalhos envolvendo experimentacdo animal, os autores devem
indicar na se¢do Métodos que foram seguidas as normas contidas no CIOMS (Council
for International Organization of Medical Sciences) Ethical Code for Animal
Experimentation (WHO Chronicle 1985; 39(2):51-6) e os preceitos do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA (www.cobea.org.br).

6. Todos os ensaios controlados aleatdrios (randomized controlled trials) e clinicos
(clinical trials) submetidos a publicacdo devem ter o registro em uma base de dados de
ensaios clinicos. Essa € uma orientacdao da Plataforma Internacional para Registros de
Ensaios Clinicos (ICTRP) da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), e do International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). As instru¢des para o registro estao

disponiveis no endereco eletronico do ICMIJE (http://www.icmje.org/clin_trialup.htm) e




o registro pode ser feito na base de dados de ensaios clinicos da National Library of

Medicine, disponivel em http://clinicaltrials.gov/ct/gui.

7. O ntimero de autores de trabalhos completos e relatos de casos € limitado a sete.
Trabalhos de autoria coletiva (institucionais) devem ter os responsdveis especificados.
Trabalhos e estudos multicéntricos podem ter nimero de autores compativel com o
nimero de centros (cada situacdo serd avaliada pela editoria e pelos revisores). Os
investigadores responsdveis pelos protocolos aplicados devem ser especificados. Todos
os autores devem ter conhecimento do texto enviado para a revista.

8. O conceito de coautoria € baseado na contribuicao de cada um, para a concepgao
e planejamento do trabalho, anélise e interpretacdo dos dados, para a redacdo ou revisao
critica do texto. A inclus@o de nomes cuja contribui¢do ndo se enquadre nos critérios
citados ou que tenham fornecido apenas suporte material nao € justificavel.

9. Os autores serdao informados, por correspondéncia eletronica, do recebimento
dos trabalhos. Os trabalhos que estiverem de acordo com as Instrucdes aos Autores e se
enquadram na politica editorial da revista serdo enviados para andlise por revisores
indicados pelo editor. Os originais em desacordo com o0s objetivos da revista ou com
essas instrugcdes sdo devolvidos aos autores para as adaptacdes necessdrias antes da
avaliacdo pelo Conselho Editorial ou recusados sem andlise por revisores.

10. Junto dos arquivos originais, deve ser enviada uma carta de encaminhamento, na
qual deve ficar explicita a concordancia com as normas editoriais, com o processo de
revisdo e com a transferéncia de copyright para a revista.

11. Para manuscritos originais, ndo ultrapassar 25 pdginas de texto digitado ou
aproximadamente 30.000 caracteres. Limitar o numero de tabelas e figuras ao

necessario para apresentacdo dos resultados que sdo discutidos (como norma geral,



limitar a cinco). Para manuscritos do tipo Relato de Caso, ndo ultrapassar 15 paginas de
texto ou 18.000 caracteres (ver "Preparo do manuscrito", "Resultados").

12. O trabalho deve ser enviado pelo sistema de submissio online no portal SciELO.
O endereco eletronico de todos os autores deve ser fornecido. Desta forma, os coautores
receberdo informacdo sobre a submissdo do trabalho e, assim, ndo serd necessdria a
assinatura de todos na carta de encaminhamento. O endereco eletrOnico para

correspondéncia com a revista € rbgo@fmrp.usp.br. O arquivo correspondente ao

trabalho deve ser unico e deve conter texto, referéncias, tabelas e figuras.

Preparo dos manuscritos

As normas que seguem foram baseadas no formato proposto pelo ICMIJE e publicado no
artigo "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals",
atualizado em Outubro de 2008 e disponivel no endereco

eletronico: http://www.icmje.org/.

Apresentagdo do texto

1. Os trabalhos devem ser digitados em espaco 2 em todas as secdes, da pagina de
rosto as referéncias bibliograficas, tabelas e legendas. Cada péagina deve conter
aproximadamente 25 linhas em uma coluna. Usar preferencialmente o processador de
texto Microsoft Word® e a fonte Times New Roman 12. Nao dar destaque a trechos do
texto: ndo sublinhar ou usar negrito. Numerar todas as paginas, iniciando pela de rosto.

2. Nao usar maidsculas nos nomes proprios (a ndo ser a primeira letra) no texto ou
nas referéncias bibliograficas. Nao utilizar pontos nas siglas (DPP em vez de D.P.P.).
Quando usar siglas ou abreviaturas, descrevé-las por extenso na primeira vez que

mencionadas no texto. Iniciar cada se¢do em uma nova pagina: pagina de rosto; resumo



e palavras ou expressoes-chave; abstract e keywords; texto; agradecimentos;

referéncias; tabelas individuais e legendas das figuras.

Pé4gina de rosto

Apresentar o titulo do trabalho em portugués e em inglés; nomes completos dos autores
sem abreviaturas; enderegos eletronicos validos de todos os autores (opcional, em
substituicdo a carta de encaminhamento); nome da instituicdo onde o trabalho foi
desenvolvido; afiliacdo institucional dos autores; informagdes sobre auxilios recebidos
sob forma de bolsas de estudos, financiamento, fornecimento de drogas, reagentes ou
equipamentos. Obrigatoriamente deve ser fornecido o endereco da instituicio onde o
trabalho foi desenvolvido, o qual € publicado na pégina inicial do trabalho. Devem ser
indicados nome, endereco, telefone/fax e e-mail do autor para o qual a correspondéncia
deve ser enviada. Essas informacOes pessoais sdo empregadas apenas para
correspondéncia com a revista e somente sdo publicadas se houver pedido do(s)

autor(es).

Resumo

O resumo do trabalho deve aparecer na segunda pdagina. Para trabalhos completos,
redigir um resumo estruturado, que deve ser dividido em se¢des identificadas: objetivo,
métodos, resultados e conclusdes. Deve ter aproximadamente 300 palavras. O resumo
deve conter as informagdes relevantes, permitindo que o leitor tenha uma ideia geral do
trabalho. Deve incluir descricao resumida de todos os métodos empregados e da andlise
estatistica efetuada. Expor os resultados numéricos mais relevantes, e nao apenas

indicacdo de significancia estatistica. As conclusdes devem ser baseadas nos resultados



do trabalho e ndo da literatura. Evitar o uso de abreviacdes e simbolos. Nao citar

referéncias bibliogrificas no resumo.

Abaixo do texto do resumo indicar o nimero de registro e/ou identificacdo para os

ensaios controlados aleatdrios e ensaios clinicos (ver item 5 das "Informacoes Gerais").

Na mesma pégina do resumo, citar pelo menos trés palavras ou expressdes-chave que
serdo empregadas para compor o indice anual da revista. Devem ser baseadas nos
Descritores em Ciéncias da Saide (DeCS) publicado pela Bireme, que é uma traducdo
do Medical Subject Headings (MeSH) da National Library of Medicine e estd

disponivel no endereco eletronico:http://decs.bvs.br.

O abstract deve ser versdo fiel do texto do resumo estruturado (purpose, methods,
results e conclusions). Deve ser também acompanhado da versdo para o inglés das
palavras ou expressoes-chave (keywords). O resumo e o abstract dos Relatos de Casos e
dos Artigos de Revisdo e de Atualizacdo ndo devem ser estruturados e sdo limitados a

150 palavras.

Introducgao

Repetir, na primeira pagina da introdugdo, o titulo completo em portugués e inglés.
Nessa secdo, mostre a situagdo atual dos conhecimentos sobre o tépico em estudo,
divergéncias e lacunas que possam eventualmente justificar o desenvolvimento do
trabalho, mas sem revisdo extensa da literatura. Para Relatos de Casos, apresentar um
resumo dos casos ja publicados, epidemiologia da condicdo relatada e uma justificativa

para a apresentacao como caso isolado. Expor claramente os objetivos do trabalho.

Meétodos



Iniciar essa se¢do indicando o planejamento do trabalho: se prospectivo ou
retrospectivo; ensaio clinico ou experimental; se a distribui¢do dos casos foi aleatéria ou
ndo etc. Descrever os critérios para selecdo das pacientes ou Grupo Experimental,
inclusive dos Controles. Identificar os equipamentos e reagentes empregados
(fabricante, cidade e pais). Se a metodologia aplicada j4 tiver sido empregada, indicar as
referéncias, além da descricdo resumida do método. Descrever também os métodos
estatisticos empregados e as comparacdes para as quais cada teste foi empregado.
Os trabalhos que apresentam como objetivo a avaliacdo da eficécia ou a tolerabilidade
de tratamentos ou drogas devem, necessariamente, incluir Grupo Controle adequado.
Para informacdes adicionais sobre o desenho de trabalhos desse tipo, consultar ICH
Harmonized Tripartite Guideline - Choice of Control Group and Related Issues in

Clinical Trials (http://www.hc-sc.gc.ca/hpfb-dgpsa/tpd-dpt/el0 e.html). Ver também

itens 4 e 5 das "Informacgdes Gerais".

Resultados

Apresentar os resultados em sequéncia l6gica, no texto, nas tabelas e nas figuras. Expor
os resultados relevantes para o objetivo do trabalho e que sdo discutidos. Nao repetir no
texto dessa secdo todos os dados das tabelas e figuras, mas descrever e enfatizar os mais
importantes, sem interpretacdo dos mesmos (ver também "Tabelas"). Nos Relatos de
Casos, as se¢oes "Métodos" e "Resultados" sdo substituidas pela "Descri¢ao do caso",

mantendo-se as demais.

Discussao

Devem ser realcadas as informagdes novas e originais obtidas na investigacdo. Nao

repetir dados e informacdes ja mencionados nas secdes "Introducdo" e "Resultados".



Evitar citacdo de tabelas e figuras. Ressaltar a adequacdo dos métodos empregados na
investigagdo. Comparar e relacionar suas observagdes com as de outros autores,
comentando e explicando as diferencas. Explicar as implicacdes dos achados, suas
limitagdes e fazer as recomendacOes decorrentes. Para Relatos de Casos, basear a
discussdo em ampla e atualizada revisdo da literatura. As informagdes sobre os casos ja

publicados podem ser tabuladas e exibidas nessa se¢do para comparagdes.

Agradecimentos

Dirigidos a pessoas que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contribui¢do nao

justifica coautoria, ou para aquelas que tenham provido apoio material.

Referéncias

Todos os autores e trabalhos citados no texto devem constar dessa se¢do e vice-versa.
Numerar as referéncias bibliograficas por ordem de entrada no trabalho e usar esses
nimeros para as citagcdes no texto. Evitar nimero excessivo de referéncias, selecionando
as mais relevantes para cada afirmacdo e dando preferéncia para os trabalhos mais
recentes. Nao empregar citagdes de dificil acesso, como resumos de trabalhos
apresentados em congressos, teses ou publicac¢des de circulacao restrita (nao indexados).
Nao empregar referéncias do tipo "observacdes nao publicadas" e "comunicacdo
pessoal". Artigos aceitos para publicagdo podem ser citados acompanhados da
expressdo: "aceito e aguardando publicagdo" ou "in press", indicando-se periddico,
volume e ano. Trabalhos aceitos por periédicos que estejam disponiveis online, mas
sem indicacdo de fasciculos e paginas, devem ser citados como "ahead of print".
Outras publica¢des dos autores (autocitacdo) devem ser empregadas apenas se houver

necessidade clara e forem relacionadas ao tema. Nesse caso, incluir entre as referéncias



bibliograficas apenas trabalhos originais publicados em periddicos regulares (ndo citar

capitulos ou revisoes).

O numero de referéncias bibliograficas deve ser aproximadamente 35. Os autores sdo

responsaveis pela exatidao dos dados constantes das referéncias bibliograficas.

Para todas as referéncias, citar os autores at€ o sexto. Se houver mais de seis autores,

citar os seis primeiros, seguidos da expressao et al., conforme os seguintes modelos:

Tabelas

Apresentar as tabelas em paginas separadas, com espaco duplo e preferencialmente
fonte Arial 8. A numeragdo deve ser sequencial, em algarismos ardbicos, na ordem em
que foram citadas no texto. Todas as tabelas devem ter titulo e todas as colunas da
tabela devem ser identificadas com um cabecalho. A legenda deve conter informagdes
que permitam ao leitor entender o contetido das tabelas e figuras, mesmo sem a leitura
do texto do trabalho. As linhas horizontais devem ser simples e limitadas a duas no topo
e uma no final da tabela. Nao empregar linhas verticais. Nao usar fun¢des de criagdo de
tabelas, comandos de justificacdo, tabula¢des decimais ou centralizadas. Utilizar
comandos de tabulacdo (tab) e ndo o espagador para separar as colunas e, para nova
linha, a tecla enter. No rodapé da tabela, deve constar legenda para abreviaturas e testes

estatisticos utilizados.

Figuras (gréficos, fotografias e ilustracoes)

As figuras devem ser apresentadas em pdginas separadas e numeradas sequencialmente,
em algarismos ardbicos, conforme a ordem de aparecimento no texto. Todas as figuras

devem ter qualidade grifica adequada e apresentar titulo e legenda. Para evitar



problemas que comprometam o padrdo da revista, o processo de digitalizacdo de
imagens (scan) deve obedecer aos seguintes parametros: para graficos ou esquemas,
usar 300 dpi/bitmap para trago; para ilustracdes e fotos (preto e branco), usar 300
dpi/RGB ou grayscale. Em todos os casos, os arquivos devem ter extensao .tif e/ou .jpg.
Também sdo aceitos arquivos com extensdo .xls (Excel), .eps, .psd para ilustracdes em
curva (graficos, desenhos e esquemas). Sdo aceitas, no miximo, cinco figuras. Se as
figuras ja tiverem sido publicadas, devem vir acompanhadas de autorizacdo por escrito

do autor/editor e constando a fonte na legenda da ilustracdo.

Legendas

Digitar as legendas usando espaco duplo, acompanhando as respectivas figuras
(graficos, fotografias e ilustracdes). Cada legenda deve ser numerada em algarismos

arabicos, correspondendo a cada figura, e na ordem em que foram citadas no trabalho.

Abreviaturas e siglas

Devem ser precedidas do nome completo quando citadas pela primeira vez no texto.
Nas legendas das tabelas e figuras, devem ser acompanhadas de seu nome por extenso.

As abreviaturas e as siglas ndo devem ser usadas no titulo dos artigos e nem no resumo.



