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RESUMO

O objetivo deste estudo foi otimizar um protocolo de extragcdo do RNA de
fragmentos de tecidos tumorais de prostatas, contendo hiperplasia e
adenocarcinoma, fixados em formol e conservados em blocos de parafina. Em
seguida, a qualidade do RNA extraido foi avaliada mediante a amplificacdo por
PCR do exon 4 do gene TP53, onde se observa um polimorfismo no cédon 72
muito relacionado com processos cancerigenos em varios oOrgdos. Os
resultados obtidos demonstraram que foi possivel aperfeicoar um protocolo
para deteccdo do RNA a partir de tecidos tumorais de préstatas parafinizados,
sem utilizar inibidores de RNAse usualmente empregados em semelhantes
protocolos.

Palavras-chave: Tecido parafinizado, extracado de RNA, cDNA e tumores

prostaticos



ABSTRACT

This study aimed to optimize a protocol for RNA fragments extraction from
tissues of prostate tumor, including adenocarcinoma and hyperplasia, fixed in
formalin and preserved in paraffin blocks. Then, the quality of the extracted
RNA was evaluated by PCR amplification of exon 4 of the TP53 gene, where it
has been observed a polymorphism in codon 72 very related to carcinogenic
processes in several organs. The results showed that it was possible to refine a
protocol for RNA detection from paraffinized tumor tissues of prostate without

using RNase inhibitors usually employed in similar protocols.

Word-key: parafinized tissue, extration of RNA, cDNA and prostate tumors
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Método alternativo para obtencgao de acidos nucléicos... Costa-Silva RB

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 A Préstata

A prostata desenvolve-se durante a 122 semana embrionaria sobre
influéncia do horménio diidrotestosterona (DHT) e tem sua diferenciacéo
completa no 4° més da gestagao (Tanagho, 1992).

Esta glandula consiste de uma delgada capsula fibrosa sob a qual estao
fibras de musculo liso, o estroma prostatico, composto de tecido conjuntivo e
elastico e fibras musculares lisas, nas quais estdo mergulhadas as glandulas
epiteliais, que drenam para ductos excretores, localizados no assoalho da
uretra (Tanagho, 1994).

As secregbes prostaticas s&o constituidas de fosfatases e de
substancias organicas e inorganicas que participam da constituicdo do liquido
seminal, auxiliando a atividade metabdlica dos espermatozdéides (Tuncel et al.
2005).

Em 1990, McNeal propés um conceito de anatomia regional baseado na
histologia e anatomia da préstata (Narayan, 1994). Desta forma, a mesma foi
dividida em 5 zonas: zona fibromuscular anterior, que contém 30% do
volume da préstata, nenhum elemento glandular e praticamente nenhum
musculo liso; zona periférica, considerada a maior subdivisao anatdémica que
contém 75% do tecido glandular da prostata, sendo o local onde quase todos
0os carcinomas se desenvolvem, por isso durante a bidpsia esta regido é
sempre um importante alvo; zona central, que contém 25% do tecido
glandular, sendo diferenciada da zona periférica pela arquitetura da glandula e
detalhes das células, incomum a carcinogénese; zona pré-prostatica, que tem
funcdo de esfincter durante a ejaculagdo para prevenir o refluxo do liquido
seminal para a bexiga e a zona de transi¢cdo, que apresenta menos de 5% da
massa glandular normal da proéstata, entretanto, tem importante fungao por ser
o local de origem da hiperplasia benigna da prostata (Coffey, 1992).

A prostata é uma glandula genital acessoéria produtora de secrecgoes
essenciais para a fungao reprodutiva masculina (Junqueira; Carneiro, 2004),

que possui forma de piramide invertida onde no adulto normal mede
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aproximadamente 4,0x3,0x2,5 cm de didmetro e pesa aproximadamente de 15
a 20 g (Figura 1).

] Vesicula
Bexiga seminal

Prostata

Canal deferente
Testiculo

'—— Escroto
Epididimo Tunica

Figura 1. Esquema da morfologia normal da Préstata
(Fonte: www.caring4urology.com)

A prostata também pode ser considerada em duas porgdes distintas:
glandula interna e glandula externa formadas por um conjunto de 30 a 50

glandulas tubulos-alveolares ramificadas (Figura 2).

Figura 2. Corte histolégico de uma prdéstata normal, enfocando uma de
suas glandulas tubulos-alveolares (magnificagdo 200x)
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A prostata, como as outras glandulas acessorias, tem seu crescimento e
manutencdo regulada pela presenca constante da testosterona no sangue.
Existem outros andrégenos capazes de estimular a prostata, entretanto, estes
nao fazem parte da via principal (Coffey, 1992).

Qualquer desequilibrio na concentragcdo desses horménios ou mesmo,
em receptores dos mesmos ou, ainda, em qualquer outra via que influencie a

homeostase do 6rgdo, pode gerar diferentes patologias.

1.2 Distarbios de crescimento da préstata

O controle da divisdo e da diferenciagédo celular € feito por um sistema
integrado e complexo, que mantém a populagao celular dentro de limites
fisiolégicos. Qualquer alteragcdo nesse controle resulta em disturbios tanto do
crescimento como na diferenciacdo ou ambos ao mesmo tempo. Dentro desse
contexto, a prostata pode ser acometida por dois principais disturbios tumorais:
hiperplasia prostatica benigna (HPB) e cancer de prostata (Robbins et al.,
2005).

Os tumores benignos, por exemplo, a neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN) apresenta crescimento lento e expansivo, sendo bem tolerado pelo
organismo do hospedeiro. Suas células se dispdem de forma harménica em
relagdo ao estroma além de serem raramente sujeitos a processos
degenerativos importantes como necrose ou hemorragia (Rincon et al., 2004).

Dentre os diversos disturbios prostaticos que podem gerar lesdes
tumorais observa-se uma grande incidéncia de Hiperplasias e neoplasias
(Rincon et al., 2004).

1.3 Hiperplasia prostatica benigna (HPB)

Esta doenga, conhecida como a mais comum entre os tumores

benignos, € responsavel pela maioria dos disturbios urinarios que acometem
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homens com idade superior a 50 anos e por 20 a 30% das prostatectomias
radicais nos individuos que vivem até 80 anos (Phipps et al., 2005).

As primeiras alteragdes iniciam-se por volta dos 35 anos de idade e
consistem em nodulos microscopicos no estroma que surgem ao redor das
glandulas periuretrais. Esses nodulos podem ser compostos tanto de
elementos glandulares quanto fibromusculares ou podem ser mistos (Narayan
et al., 1994).

Relativamente incomum abaixo de 50 anos (20%), muito comum entre
0s 50 e os 60 anos de idade (70%), e quase a regra entre os 70 e os 80 anos
(90%), o HPB ¢é doenca caracteristica da glandula interna: 95% originando-se
na zona de transicdo e 5% a partir do tecido glandular periuretral, ela pode

ocorrer em grau leve (Figura 3a), moderado (Figura 3b) ou severo (Figura
3c).

—_— \ ( Uretra
B pressionada

Uretra
Obstruida

Figura 3. Préstata com HPB. (a) HPB em grau leve causando pouca obstrugdo da uretra; (b)
HPB em grau moderado causando estreitamento na uretra; (c) HPB em grau severo resultando

numa obstrucao da uretra. (Fonte: www.medicaangelus.com.mx)
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A hiperplasia do tecido glandular periuretral estende-se em diregao
cranial, fazendo compresséo sobre o assoalho vesical. Essa compressao era
designada anteriormente como “hipertrofia do lobo mediano”. A maioria dos
aumentos da zona de transicdo € arredondada e simétrica, mas
ocasionalmente pode haver ndédulos hiperplasicos exofiticos crescendo em
diregao a zona periférica (Phipps et al., 2005).

A macroscopia os noédulos hiperplasicos sdo facilmente visualizados,
pois comprimem o restante do tecido prostatico. O HPB pode ocorrer sob trés
formas histopatoldgicas distintas, a 12: glandular, podendo causar aumento do
antigeno prostatico especifico (prostate specific antigen - PSA), 22: intersticial,
e 32 focal (adenoma) (Prando et al., 1997). Microscopicamente, a nodularidade
pode ser devida a proliferacdo ou dilatagdo glandular ou por crescimento do
estroma fibromuscular, que passa a representar mais de 70% do peso da
glandula (Hricak et al., 2007).

Varias hipéteses com relacdo a histologia, horménio e idade tém sido
sugeridas para explicar a etiologia da HPB, entretanto, esta ainda continua
pouco conhecida. Mas ja se sabe que é necessario para o desenvolvimento da
HPB, o envelhecimento e a presenca dos testiculos, os quais produzem a
testosterona que é convertida em DHT, necessaria para o crescimento e
manutencdo da préstata. Dentro deste contexto, acredita-se que os
androgenos seriam necessarios para o inicio da HPB e n&o para sua

manutencgao (Walsh et al., 1992; Narayan et al., 1994).

1.4 Cancer de Préstata

O cancer de préstata € o mais frequente entre os homens, exceto pele
nao melanoma, com risco estimado de 69/100.000 na regiao Sul, 63/100.000
na regido Sudeste, 47/100.000 na regido Centro-Oeste, 38/100.000 na regiao
Nordeste e, 22/ 100.000 na regiao Norte (INCA, 2008).

Em funcdo de suas altas taxas de incidéncia e mortalidade, lesdes
tumorais com a hiperplasia prostatica benigna e neoplasias de prostata

representam um sério problema de saude publica no Brasil (INCA, 2008).
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Acredita-se que o cancer de prostata se desenvolva no periodo de maior
atividade androgénica, tendo progressao lenta, juntamente com a redugao das
quantidades de hormoénios (Robbins et al., 2005).

Alguns autores sugerem que pacientes apresentando neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) de alto grau, juntamente com mutagdes no gene
P53, tém maiores chances de desenvolver o cancer de prostata (Downing et
al., 2001).

Embora a incidéncia desse cancer seja elevada, existe um numero muito
maior de casos dessa doenga, que ocorrem sem que haja sintomas clinicos.
Varios pacientes morrem de doencgas concomitantes, antes da manifestagao
clinica do cancer de prostata, ja os pacientes que o manifestam,
provavelmente, iniciaram a carcinogénese mais jovens ou apresentaram
crescimento tumoral mais acelerado (Postma et al., 2005).

A maioria dos canceres de préstata € multifocal, sendo que 70%
originam na zona periférica; 15 a 20% na zona central e 10 a 15% na zona de
transicdo (Narayan et al., 1994).

Na maioria dos casos, o tumor apresenta um crescimento lento, de longo
tempo de duplicagéo, levando cerca de 15 anos para atingir 1 cm?® e independe
do crescimento normal da glandula, o que faz com que alteragdes miccionais
possam inexistir. Por este motivo, o exame periddico deve ser realizado,
mesmo que nao existam sintomas, para que o cancer possa ser detectado
precocemente, com maiores chances de tratamento e cura (Raja et al., 2006).

O grande numero de trabalhos realizados com esta neoplasia é justificado
pela alta incidéncia desta patologia, que representa cerca de 40% dos tumores
que acometem os homens, bem como pela necessidade de compreender
melhor a etiologia dessa malignidade, tdo complexa e heterogénea (Akimoto et
al., 2006).

Apesar de nao existir uma inter-relacdo consistente, os fatores ambientais
e genéticos parecem influenciar na etiologia do cancer de préstata. Assim, os
hormdnios masculinos apresentam papel crucial na promog¢éo do tumor, porém,
ndo desempenham a mesma fungdo na manutencdo desses
(Walsh;Worthington et al., 1998; Gua et al., 2006).

Enquanto a incidéncia esta ligada as caracteristicas demograficas da

populagdo, a mortalidade alta é causada pelo retardo do diagndstico, que
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favorece a ocorréncia de tumores com alta capacidade biolégica de invasao
local e de disseminacgao para outros 6rgaos. O tratamento da doenga depende
do estagio do tumor, o cancer em estagio inicial pode ser potencialmente
curado com a prostatectomia, ou tratamento com radioterapia, porém aqueles
em estagio avangado, ou que apresentam metastase ainda s&o considerados
incuraveis (Turkeri et al., 2004).

Um dos produtos da prostata, o antigeno especifico da prostata (prostate
specific antigen - PSA), é secretado no sangue e sua concentragdo no soro
aumenta frequentemente na presenga de tumores malignos, o que é usado
para diagnostico e controle de tratamento do tumor (Junqueira; Carneiro,
2004).

De acordo com diversos autores, os programas de detecgao precoce, as
medidas PSA e o toque digital, devem ser realizados anualmente a partir de 50
anos de idade (Tierney et al., 1996; Smart, 1997; Merrill et al., 2000), bem
como a bidpsia dirigida pelo ultra-som transretal aumentam significativamente a
frequéncia do cancer localizado, possibilitando melhores progndsticos aos
pacientes (Walsh; Worthington, 1998; Srougi et al., 1999; Savera et al., 2006).

Mudangas morfolégicas subitas e alteragdbes moleculares vém sendo
descritas em tecidos aparentemente normais de prostata com PIN e casos
confirmados de cancer de préstata (Montironi et al., 2000).

O desenvolvimento da neoplasia intraepitelial prostatica é caracterizada
pelo aumento da expressao de alguns marcadores biolégicos que possuem
influéncia no potencial proliferativo das células displasicas (Myers et al., 1996).
Por exemplo, a fosfatase acida da prostata humana (PAcP) pode diminuir o
crescimento de células cancerigenas, com isso a diminuicdo de sua expressao
pode estar envolvida na progressdo do cancer de prostata (Lin et al., 2002).
Desta forma, conhecer a regulagcdo da proliferacdo celular através de
alteragdes bioquimicas especificas ao cancer de préstata é de grande
importancia para o desenvolvimento de novas solugdes (Lin et al., 2002).

Assim, diversos estudos tém identificado possiveis candidatos a
marcadores moleculares para as doengas tumorais, dentre estes podemos citar
as proteinas BCL-2, Ki-67 e a p53 (Janneke et al., 2000; Oltersdorf et al., 2005;
Buhmeida et al., 2006). Esta ultima, a p53, tém sido monitorada em diferentes

aspectos das lesbdes tumorais prostaticas (Buhmeida et al., 2006).
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1.5 Gene p53, supressor do crescimento celular

Este gene localiza-se no brago curto do cromossomo 17(17p13.1),
apresenta 11 exons e codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kD, constituida
de 393 aminoacidos (Pau Ni et al., 2006). Descoberta por Lane e Crawford em
1979, esta proteina desempenha um papel central na resposta celular que
inclui a parada do ciclo celular permitindo o reparo do dano no DNA, ou
indugao da morte celular (Klumb; Cavalcante Junior, 2002).

Esta proteina forma um tetrdmero capaz de se ligar a sequéncias
especificas do DNA sendo um fator de transcrigdo, por isso controla de forma
positiva ou negativa a expressao de diversos genes envolvidos em varias vias
celulares (Figura 4). Dentre as vias mais importantes se destacam a inibi¢cao
da replicagdo do DNA, funcionando como uma molécula de “check-point” da
progressao da célula no ciclo celular da fase G1 para a fase S e também da

fase G para fase M (Klumb; Cavalcante Junior, 2002).
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Figura 4. Heterogeneidade das vias de sinalizagao utilizadas pela proteina p53 (Klumb; Cavalcante
Junior, 2002).

A proteina p53 tem sido responsabilizada por uma série de funcdes
regulatérias no desenvolvimento celular, € expressa a partir de um gene
regulador chave do ciclo celular que, quando sofre mutacdes, leva ao
desenvolvimento de neoplasias malignas, pois desempenha papel importante
nas vias de carcinogénese de diferentes tipos de tecidos, atuando, portanto,
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como um gene supressor tumoral em condi¢des normais, ou seja, bloqueia a
proliferacao celular (Park et al., 2007). Por esse motivo a p53 esta no ponto de
convergéncia de varias rotas sinalizadoras distintas (Morris et al.,2008).

A atuacgao dela esta relacionada a ativagado do gene p21, que transcreve
uma proteina de 21 quilodaltons (p21) e que inibe a fosforilacdo da pRb
(proteina do retinoblastoma) impedindo a liberacdo da E2F, parando o ciclo na
fase G1 e induzindo apoptose. Também pode parar o ciclo em G, mediante a
activagao da proteina 14-3-30, que sequestra o complexo ciclina B — CDK 1
fora do nucleo. A p53 pode ainda, ativar genes reparadores do DNA (mlh-1 e
mlh-2) protegendo de mutagdes e conferindo estabilidade genética (Burgués et
al., 2005). Além disso, a p53 inibe a expressao de bcl-2 e promove a sintese de
Bax, ou seja, contribui para a morte celular programada ou apoptose (Inoue et
al., 2005).

A proteina mutante p53 inativa a proteina p53 normal ocasionando perda
da fungdo de supressao tumoral desse gene, o que permite a atividade
oncogénica. A proteina p53 é metabolicamente labil, sendo rapidamente
degradada no nucleo com uma meia-vida variando entre 6 a 30 minutos e
provavelmente por esse motivo € usualmente indetectavel em células de
tecidos normais. A forma mutante dessa proteina exibe um aumento de sua
meia-vida, podendo ser detectada por técnicas imuno-histoquimicas em muitos
tumores (Horn et al., 2007).

Em pacientes com neoplasia maligna a avaliagao dos niveis de p53 tem
sido considerado como teste complementar para displasia e fator progndstico
para o cancer (Lashner et al., 2003; Lin et al., 2008).

Em céncer de prostata, freqientemente sdo vistas mutagbes deste gene
tanto nas células germinativas quanto nas somaticas. A proteina p53 exibe um
polimorfismo para o aminoacido 72, resultando em um residuo de prolina
(CCC) ou um residuo de arginina (CGC). Podemos, portanto, determinar a
presencga de trés gendtipos: homozigoto para Arg (Arg/Arg p53), heterozigoto
(Arg/Pro p53) ou homozigoto para Pro (Pro/Pro p53) (Huang et al., 2004).

Nao existe um consenso, entre os pesquisadores, de qual gendtipo possa
estar associado ao desenvolvimento do cancer ou a hiperplasia da prostata, ou
se realmente podemos fazer esta correlagédo. Segundo Henner e colaboradores

(2001) os individuos que apresentarem gendtipo Arg/Arg sdo mais susceptiveis
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a desenvolver o cancer de prostata quando comparados aos com genotipo
Pro/Pro. O que contradiz com os resultados obtidos em estudos in vitro, onde
os portadores do alelo Pro apresentariam menor eficiéncia na supressao de
possiveis transformacdes nas células, como também na velocidade de
apoptose (Thomas et al., 1999).

Estudos realizados na populagcdo de Taiwan indicam que nao existe
correlagao significante entre o polimorfismo do cédon 72 da p53 e o cancer ou
hiperplasia da prostata, mesmo ja tendo sido comprovada alteragbes na
expressao e mutacoes desta proteina em varios pacientes portadores destas
patologias (Huang et al., 2004).

Alguns autores, que estudaram céncer cervical e correlacionaram este
polimorfismo com a presenga de HPV, sugerem que os individuos portadores
de Arg/Arg p53 s&o mais suceptiveis a este tipo de cancer (Storey et al., 1998;
Van Duin et al., 2000). O que pode ser explicado pelo fato da oncoproteina
produzida na fase precoce do seu ciclo replicativo, a E6, atua como ativador do
processo de degradagao da proteina p53 (Anschau et al., 2005).

Dos trabalhos desenvolvidos até o presente momento, apenas um
realizou estudos sobre o polimorfismo da p53 utilizando o DNA extraido a partir

de tecido parafinizado (Leiros et al., 2005).

1.6 Extracdo de acidos nucléicos de tecidos fixados e parafinizados

As amostras de tecido humano obtidas de procedimentos cirurgicos sao
rotineiramente fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFEP) para
arquivamento em longo prazo, sendo assim, a maioria das instituicoes
possuem grandes arquivos de blocos de parafina. Esses arquivos representam
uma importante fonte de material para estudos retrospectivos (Ribeiro-Silva;
Garcia, 2008).

A formalina tamponada a 10% ¢é o fixador mais utilizado em laboratérios
de patologia, pois além de garantir a integridade morfolégica e a antigenicidade
do tecido, também é barata e facil de preparar (Yamashita, 2007). Mas o

formaldeido ndo garante uma boa integridade de algumas macromoléculas
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presentes no interior das células, como por exemplo, os acidos nucléicos que
podem sofrer modificacdes em suas bases (Masuda et al., 1999).

Este fixador pode adicionar um grupo monometilol aos grupos amino ou
imino das bases, além de formar ligagdes cruzadas, pontes de metileno, entre
acidos nucléicos e proteinas e também acidos nucléicos com acidos nucléicos,
nao sendo possivel, em temperatura ambiente, a ligagao entre duas moléculas
de DNA (Yamashita, 2007; Ribeiro-Silva; Garcia, 2008). As ligagbes entre
acidos nucléicos e proteinas sao bem menos estaveis do que as que se
formam entre proteinas, por isso as primeiras podem ser quebradas pelo calor
(Jackson, 1999).

O estudo de tecidos parafinizados tem vantagem, por exemplo, sobre os
congelados, pois os primeiros preservam uma qualidade morfolégica superior e
permite analises retrospectivas, além de numerosos, faciimente disponiveis e
permitirem, em cortes seriados, a identificacdo de lesbes precursoras de
tumores invasivos (Barea et al.,, 2004a). Com esta metodologia, também é
possivel manter a integridade quimica dos acidos nucléicos e das proteinas
(Stanta et al., 2006). Contudo, outros autores descrevem que a fixacdo do
tecido, dependendo do tempo e do fixador utilizado, pode resultar na
degradacao do DNA (Akalu et al., 1999; Fernandes et al., 2004).

Novas técnicas vém sendo desenvolvidas, na area da biologia molecular
para facilitar o estudo de neoplasias (Brum et al., 2005). O desenvolvimento da
biologia molecular e da genética nas ultimas décadas permitiu o
estabelecimento de um amplo corpo de técnicas aplicadas na investigagao
bioldgica que tiveram profunda influéncia nas pesquisas médicas (Fernandes et
al., 2004).

Vérios estudos foram desenvolvidos utilizando-se técnicas como o PCR,
RFLP e RT-PCR (Leiros et al., 2005; Huang et al., 2004; Hamatani et al., 2006).
Estas técnicas apresentam-se como um método muito mais sensivel para a
deteccdo de agentes infecciosos, bem como de desordens genéticas
(Junghyun et al., 2001).

Assim, pesquisadores tém utilizado espécimes clinicos de arquivos para
investigar possiveis relagbes entre alteragbes genéticas e as doencgas, bem
como para identificar alteracdo na expressédo de algumas proteinas associadas

a metastases de tumores primarios (Fernandes et al., 2004).
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A possibilidade de espécimes arquivados por mais de 40 anos serem
analisados pela técnica de PCR pode auxiliar no estabelecimento da
associagao entre agentes patogénicos e canceres e/ou estudos de expressdes
génicas, potencialmente associadas (Barea et al., 2004b).

Outra vantagem é que o DNA extraido de tecido fixado e parafinizado
também pode ser util para estudos de instabilidade de microssatélites,
compreendendo uma vasta fonte de material para a construcdo de bancos de
dados para identificacdo de individuos ou determinagdo da constituicdo
genética de uma dada populagao (Kullmann et al.,1998).

Geralmente, os métodos de extragcdo de acidos nucléicos a partir de
tecido parafinizado requerem multiplos tratamentos com Xilol para a
desparafinizagéo, seguidos de digestdo com proteases, extragcdo do DNA com
fenol-cloroférmio e preciptagdo com alcool isoamilico (Rivero et al., 2006).

Um fator limitante deste tipo de estudo € a obtencdo do DNA ou RNA, em
condigdes propicias para a amplificagao (Akalu et al., 1999). A capacidade de
isolar acidos nucléicos de células em quantidades, pureza e integridade
suficiente representam um requerimento essencial de praticamente todas as
analises de biologia molecular (Penland et al., 2007).

Na tentativa de se evitar ao maximo a degradacdo do RNA ao longo da
extragdo, ja que a propria fixagdo do tecido € muito prejudicial para a
integridade dos acidos nucléicos, € necessario aprimorar a técnica de extragao
de RNA de amostras de arquivo, que é muito longa e passivel de contaminacgao
(Yamashita, 2007). E imprescindivel minimizar a degradacdo do RNA que
poderia prejudicar as amplificagbes por RT-PCR e PCR comum (Fernandes et
al, 2004). Além disso, a utilizacdo de grande quantidade de inibidores de

RNAse aumentam o tempo e o custo do procedimento.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver um novo protocolo para extracdo e amplificacdo de acidos

nucléicos de amostras de tecido prostatico fixado em formol e parafinizado.

Objetivos especificos

v Padronizar o protocolo de extracdo de RNA utilizando fenol;

v" Proceder a sintese de cDNA, a partir do RNA obtido de tecido
parafinizado;

v Amplificar o gene TP53 das amostras de tecido parafinizado com
hiperplasia benigna e adenocarcinoma pela reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).
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3.1 Introducéao

Nas lesbes tumorais prostaticas, a analise histopatoldgica tem grande
relevancia clinica, contudo os métodos morfolégicos quando analisados de
forma qualitativa, muitas vezes tem apresentado grande disparidade e
variabilidade de resultados entre diferentes observadores (Rashbass et al.,
2000; Novik et al., 2000; Wawroschek et al., 2003).

O avango da biologia molecular e da genética nas ultimas décadas
permitiu o estabelecimento de um amplo corpo de técnicas aplicadas na
investigacao biolégica que tiveram profunda influéncia nas pesquisas médicas
(Fernandes et al., 2004). Estas técnicas apresentam-se como um método mais
sensivel para a detecgdo de agentes infecciosos, bem como de desordens
genéticas (Junghyun et al., 2001; Fernandes et al., 2004; Hamatani et al.,
2006).

Assim, pesquisadores tém utilizado espécimes clinicos de arquivos para
investigar possiveis relagdes entre alteragdes genéticas e as doengas, bem
como para identificar alteracdo na expressédo de algumas proteinas associadas
a metastases de tumores primarios (Fernandes et al., 2004).

Dentre os fatores limitantes deste tipo de estudo, a obtencdo do RNA em
condigdes propicias para a amplificacdo € o principal, ja que a fixagdo em
formalina e o consequente processamento histologico provocam, em grau
variavel, degradacédo e modificagdo quimica do RNA, o que pode prejudicar o
uso dessas amostras para estudos de expressao génica (Ribeiro-Silva; Garcia
et al., 2008). Por isso, a capacidade de isolar acidos nucléicos de células em
quantidades, pureza e integridade suficiente representa um requerimento
essencial de praticamente todas as analises de biologia molecular (Penland et
al., 2007).

A proteina p53 tem sido responsabilizada por uma série de funcgdes
regulatorias no desenvolvimento celular, € expressa a partir de um gene
regulador chave do ciclo celular que, quando sofre mutacdes, leva ao
desenvolvimento de neoplasias malignas, pois desempenha papel importante
nas vias de carcinogénese de diferentes tipos de tecidos, atuando, portanto,

como um gene supressor tumoral em condi¢des normais, ou seja, bloqueia a
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proliferagdo celular (Park et al., 2007). Em pacientes com neoplasia maligna
freqientemente é visto um polimorfismo, como possivel fator prognéstico para
o céancer, no aminoacido 72 resultando em um residuo de prolina (CCC) no
local do residuo de arginina (CGC) (Lashner et al., 2003; Lin et al., 2008).

Desta forma, este estudo objetiva obter um novo protocolo para extrair
RNA de tecidos prostaticos tumorais que foram fixados em formalina e
embebidos em parafina e observar a qualidade do mesmo realizando a
amplificagdo por PCR do cédon 72 no gene TP53 a partir do cDNA obtido por
RT-PCR, podendo posteriormente servir como modelo para analises de

associacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Selecao dos casos

Foram selecionados blocos de parafina do arquivo do Servico de
Patologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE), contendo tecidos prostaticos (idades entre 45 e 80 anos). Através
de triagem foram escolhidos 20 blocos de parafina contendo fragmentos de
tecido prostatico com adenocarcinoma (n=7) e hiperplasia prostatica benigna
(HPB) (n=13), do ano de 2005. O protocolo experimental desenvolvido no
presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética de pesquisas envolvendo
seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE-oficio
277/2008) (Anexo 1).

3.2.2 Extracdo do RNA

Foram realizados cortes de 5 um de cada bloco de tecido parafinizado, e
em seguida pesados, usando papel aluminio, em balanga analitica para
obtencdo de amostras contendo 10, 20 e 40mg de tecido. Os tecidos foram
transferidos para tubos eppendorf de 1,5 ml, adicionou-se 1 ml de xilol e em
seguida foi aquecido a 57°C por 30 minutos. O tubo foi entdo centrifugado a
12.000 rpm por 3 minutos, desprezado o sobrenadante, seguido de nova troca
de xilol para uma melhor remocao da parafina. Lavou-se o precipitado duas
vezes com etanol absoluto, sendo cada lavagem precedida de
homogeneizagao e centrifugagao a 12.000 rpm por 3 minutos. Os precipitados
obtidos foram submetidos a técnica de extracdo de RNA modificado do método
descrito por Isola et al.,, 1994. Adicionou-se ao tubo 500ul de tampéo de lise
(NaCl 500mM; Tris-HCI pH 8,0 500mM; EDTA 100mM; SDS 5%) estéril e
proteinase K na concentracao final de 500 ug/ml. Os tubos foram mantidos a
56°C em banho-maria por 24 horas, e em seguida adicionou-se 500 ug/ml de
proteinase K. Repetiu-se o banho por mais 48h, até praticamente a total

dissolugdo do homogeinizado. Sem submeter a proteinase K a sua temperatura
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de inativagao, adicionou-se 500ul de fenol saturado e tamponado (pH 8,0),
homogeneizou-se, e em seguida o mesmo foi incubado no gelo por 10 min e
centrifugado a 12.000 rpm por 20 min (4°C). Transferiu-se o sobrenadante para
outro tubo. Novamente, acrescentou-se 1 ml de fenol saturado e tamponado
(pH 8,0), repetida a incubacdo e a centrifugacdo. O sobrenadante foi
novamente transferido para novo tubo. Para precipitacdo do RNA total,
adicionou-se 2 volumes de etanol absoluto gelado, e o tubo deixado overnight a
-20°C. O tubo foi centrifugado a 15.000 rpm por 20 minutos (4°C). Lavou-se o
precipitado de RNA com etanol 70%, e em seguida ressuspendeu-se, O
mesmo, em 30 pl de tampédo TE e mantido a 4°C. O RNA extraido foi
visualizado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, utilizando-se

um transluminador UV.

3.2.3 Reacédo em cadeia da polimerase com transcricao reversa (RT-PCR)

A transcricdo reversa do RNA foi realizada usando M-MLV reverse
transcriptase (Promega, USA) de acordo com as instru¢gdes do fabricante numa
reacao final de 20 pl, contendo 0,5 pg de random primers (Promega, USA), 0,5
mM dNTPs, 5 mM MgCl, and 2 pl de RNA. A reacgao foi colocada a 25°C por 5
min, seguida por 42°C por 1h, e 70°C por 15 min num termociclador automatico
Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany). Dois grupos de pares
de primers foram usados para a deteccdo das sequéncias p53-Pro72 e p53-
Arg72, respectivamente (Table 1). Os diferentes variantes poderdo ser
discriminados pelos deferentes tamanhos dos produtos da PCR (Table 1). A
PCR foi realizada com Taq polymerase - platinum (Invitrogen) num volume final
de reacdo de 20 yl. De uma reacdo prévia de RT-PCR, 2 ul de cDNA foi usado
como template para cada reacdo da PCR contendo 1 pmol/pl de cada primer,
0.2 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl, e 1 unit de Taq polymerase - platinum
(Invitrogen).

As condi¢dbes da PCR foram as seguintes para o alelo p53-Pro72:
desnaturgao a 95°C por 5 min, seguidos de 40 ciclos com desnaturagédo a 95°C
por 1 min, anelamento a 56°C por 1 min e alongamento a 72°C por 1 min. Uma

etapa final de alongamento de 10 minutos foi adicionada no ultimo ciclo. Para o
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alelo p53-Arg72, as condi¢bes da PCR foram idénticas com excegédo do
anelamento que foi realizada a 62°C por 1 min. Os produtos da PCR foram
separados em gel de agarose a 3 % corado com brometo de etidio. As analises
foram realisadas da seguinte forma: 1) se o produto da PCR (136 bp) foi obtido
somente com os primers especificos da arginina, o paciente foi considerado
homozigoto para arginina, 2) se o produto da PCR foi obtido somente com os
primers especificos para prolina (178 bp), o paciente foi considerado
homozigoto para prolina, 3) se as amostras amplificaram com ambos os grupos

de primers, o paciente foi considerado heterozigoto (Arg/Pro).

Tabela 1. Primers utilizados para analise do polimorfismo da p53 no cdédon 72.

Alelo Primer Sequéncia Produto PCR

p53-Pro72  p53 Pro + 5'GCCAGAGGCTGCTCCCCC3' 178 pb

p53 - 5'CGTGCAAGTCACAGACTT3
p53-Arg72  p53+ 5'TCCCCCTTGCCGTCCCAA3' 136 bp
p53 Arg- 5'CTGGTGCAGGGGCCACGC3'
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3.3 Resultados e Discussao

Para a determinacdo de um método mais eficiente para obtencéo de
RNA de tecido prostatico parafinizadado foram selecionadas quantidades de
tecidos contendo 10, 20 e 40mg, os quais foram desparafinizados e digeridos
em intervalos de 24h, 48h e 72h (Figura 5).

Amostras
10 mg 20mg 40mg
Desparafinizagao Desparafinizagao Desparafinizagao
l l N
Tampado de Digestdo Tampdo de Digestdo Tampado de Digestdo

SN I /N

24h 48h 72h 24h  48h T2h 24h  48h 72h

Extragdo do /

RNA

com Fenol

Figura 5. Esquema da padronizacdo da extracdo do RNA a partir de amostras de tecidos
parafinizados de prostata.

Nossos melhores resultados foram obtidos com 40mg de tecido com
intervalo de digestéo de 72 horas, onde pudemos observar praticamente a total
dissolugéo do tecido (Figuras 6).

Alguns estudos mostram que ndo s6 o processo de desparafinizagao
dos tecidos, como também a composi¢ao e concentragdo dos reagentes do
tampao de lise sdo importantes para o processo (Ribeiro-Silva; Garcia, 2008;
Yamashita et al., 2007; Korbler et al., 2003), além disso, existem dois outros
fatores que se mostram de suma importancia para a realizagdo de uma boa

extracdo de RNA que sao: o tempo de digestdo e a quantidade de tecido
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utilizado (Isola et al., 1994; Mesquita et al., 2001). Contudo, nossos resultados
contradizem com os de Korbler e colaboradores (2003), que obtiveram
resultados satisfatérios na extracdo de RNA de neoplasias de tecidos linféides,
realizando a digestdo do tecido em apenas 16 horas. Entretanto, vale salientar
que os tecidos linfoides utilizados por estes autores haviam sido recentemente
parafinizados, diferente dos utilizados neste estudo haviam sido parafinizados a

pelo menos cinco anos.

Figura 6. Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Amostras de RNA extraidos
a partir de cortes de um mesmo bloco de tecido parafinizado, contendo 40 mg cada,
utilizando diferentes intervalos de digestédo pelo tamp&o de lise. Linha 1: 24h; Linha 2: 48h;
Linha 3: 72h.

A figura 7A mostra duas amostras de RNA, isoladas por Korbler e
colaboradores, sendo uma de tecido recentemente parafinizado e outra de
tecido fresco, na qual as amostras de RNA originadas de tecido parafinizado
aparecem como rastros em gel de agarose e na de tecido fresco observamos
trés bandas referentes as diferentes formas de RNA ribossomal (18S, 28S e 4-
5S). As amostras referentes ao presente estudo foram semelhantes aquelas
obtidas no estudo do autor citado anteriormente (figura 7B), o que corrobora
com o fato de que obtivemos RNA extraido. Contudo, vale salientar que
diferentemente de outros protocolos de extragcdo de RNA que utilizam
inibidores de RNAses tais como, o sal guanidina tiocianato e/ou o DEPC
(Diethylpyrocarbonate), as melhores condigbes para obtencdo de um bom
RNA se deu pela lavagem com etanol a 100% e sem inibidor de RNA. A
utilizacdo do DEPC acaba tornando o processo mais laborioso, pois todas as

reacbes devem ser preparadas com no minimo 24h de antecedéncia e o
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mesmo degrada em pouco tempo, facilitando nova contaminagcdo por RNAses

externas (Sambrook et al., 1992).

18L —_—]
28S =—

4-58 =—

Figura 7. Comparacao entre os resultados obtidos por Korbler e colaboradores a partir da
extracdo de RNA de tecidos recentemente parafinizados e frescos de neoplasias linfoides
(7A) com a extragdo do RNA do presente estudo (7B), que foi obtido de tecidos prostaticos
parafinizados e arquivados a mais de 05 anos. O RNA total de ambos os estudos foram
visualizados apds eletroforese em gel de agarose corado com brometode etidio.

Com a finalidade de comprovar a qualidade do RNA extraido por nosso
método procedemos com a amplificagdo do codon 72 do gene TP53, onde
pudemos evidenciar a obtencdo das bandas de 136pb e 178pb, analisadas em
gel de agarose corado com brometo de etidio que representam
respectivamente arginina e prolina (figura 8) amplificadas do gene TP53 a partir
de amostras obtidas dos tecidos prostaticos parafinizado. Estes resultados
estdo de acordo com outros estudos que mostram que fragmentos de DNA
entre 100 e 375pb sdo possiveis de serem amplificados a partir de amostras de
cDNA de tecido parafinizado (Yamashita et al., 2007; Korbler et al., 2003). Por
outro lado, para fragmentos maiores € comum ocorrer a degradacdo do
material genético, principalmente do RNA, ao longo do processo de
parafinizagéo (Jinghuan et al., 2007; Antonov et al., 2005).

Através desta técnica pudemos detectar os trés gendtipos possiveis para
o0 gene TP53 em 07 pacientes analisados (Figura 8). Trés individuos que

amplificaram apenas com os primers especificos para arginina (linhas 04, 10 e
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14) foram denominados homozigotos para arginina, um homozigoto amplificou
apenas com os primers especificos para prolina (linha 07) sendo denominado
homozigoto para prolina e dois individuos foram denominados heterozigotos
(linhas 08 e 09; 16 e 17), pois amplificaram com ambos os primers alelos-

especificos.

g 9 10 1 12 13 14 15 16 17

Figura 8. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio. Amplificagdo das amostras de
cDNA de tecido parafinizado de hiperplasia benigna (Linhas: 4 e 5;6e7;8 e 9;10e 11) e
adenocarcinoma (12 e 13; 14 e 15; 16 e 17) de préstata para os polimorfismos do gene TP53
Arginina\Prolina. Linha 1: Padrédo de Peso Molecular Ladder 100 pb. Linha 2: Controle
negativo Arginina; Linha 3: controle negativo Prolina; Linhas 4;6;8;10;12;14;16 amostras de
cDNA de pacientes 07 amplificados com Arginina; Linhas 5;7;9;11;13;15;17 amostras de
cDNA dos mesmos 07 pacientes amplificadas com Prolina.
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4. CONCLUSOES

» Com o presente método é possivel a extragdo de grande quantidade de
RNA, sendo o mesmo de boa qualidade e ndo sendo necessaria a

utilizacao de inibidores de RNAse muito comuns ao processo;

» A partir do RNA obtido, foi padronizado um protocolo de amplificagcéo

para obtencdo de cDNAs de qualidade para posterior amplificacio;
» Comprovamos a qualidade do RNA a partir da amplificacdo do coédon 72

do gene TP53, onde pudemos comprovar o polimorfismo existente neste
codon.
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5. PERSPECTIVAS

A partir da boa qualidade do material genético obtido em nosso trabalho
podemos sugerir estudos futuros onde possamos estabelecer correlagdes entre
0 padrao de expressao génica anormal de algumas proteinas com o perfil
imunohistoquimico de tecidos obtidos a partir de varios processos neoplasicos.

Além disso, também pretendemos dar continuidade as investigacoes
com o estudo do polimorfismo do cédon 72 do gene TP53, afim de descobrir
uma possivel correlacdo entre este polimorfismo e o cancer de préstata na
populacgao brasileira.

Outra possibilidade é a identificacdo de material genético de alguns
agentes patogenos, como o HPV, em pacientes com diversos tipos de cancer,
0 que auxiliara no entendimento do verdadeiro papel destes microorganismos

na génese de varios tipos de cancer.
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Etica

Estudos realizados com seres humanos, incluindo-se 6rgaos e/ou tecidos isoladamente, bem
como prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdo estar de acordo com a
Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(http://www.bioetica.ufrgs.br/res19696.htm). O trabalho a ser publicado devera ser
acompanhado de consentimento, por escrito, do paciente e de copia da aprovagao
(certificado) do Comité de Etica da Instituicdo onde foi realizada a pesquisa, em consonancia
com a Declaragao de Helsinki, 1989 (http://www.bioetica.ufrgs.br/helsin4.htm).

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados os principios éticos
de experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
(http://www.cobea.org.br/etica.htm#10) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use
of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life
Sciences, National Research Council, Washington, D.C., 1996)
(http://oacu.od.nih.gov/regs/quide/quidex.htm).

E essencial que as drogas e substancias quimicas usadas sejam identificadas com precis3o.
Nao devem ser utilizados nomes ou iniciais do paciente no material ilustrativo, assim como é
vetado informar nomes comerciais, de empresas e/ou registros de hospitais.

Como preparar um trabalho antes de envia-lo aos Editores

Deverao ser enviadas trés cépias impressas dos trabalhos, bem como uma cépia em disquete
3 1/2, contendo o arquivo do texto em Word for Windows 6.0 ou posterior. As ilustracdes e
tabelas devem ser preparadas em programa processador de graficos.

Devem constar na primeira pagina: 1) titulo do artigo: deve ser conciso e completo,
descrevendo o assunto a que se refere. Palavras supérfluas devem ser omitidas. Apresentar a
versdo do titulo para o inglés; 2) nome completo do(s) autor(es); 3) titulagdo académica e
indicacao da instituicdo a que cada autor esta filiado, acompanhada do respectivo endereco;
4) nome do departamento e/ou instituigdo no qual o trabalho foi realizado; 5) indicagao do
autor responsavel pela correspondéncia; 6) se foi subvencionado, indicar o nome da agéncia
de fomento que concedeu o auxilio; 7) se foi baseado em tese, indicar titulo, ano e instituicéo
onde foi apresentada; 8) se foi apresentado em reunido cientifica, indicar nome, local e data
de realizacao do evento.

Resumos e unitermos

Devem constar na segunda péagina dois resumos: um em portugués (Resumo) e outro em
inglés (Abstract). Os resumos devem identificar os objetivos, os procedimentos e as
conclusdes do trabalho (maximo de 150 palavras para resumos nao-estruturados e de 250
para resumos estruturados). Os resumos estruturados, a serem apresentados pelos artigos
originais e de revisao, devem incluir as informagdes do conteudo dos artigos, com a indicacao
dos cabecgalhos, que constituem a divisdo formal do artigo. Os unitermos, palavras que
representam o assunto tratado no trabalho, devem ser em numero de trés a seis, fornecidos
pelo autor, utilizando-se o vocabulario controlado Decs — Descritores em Ciéncias da Saude
(Bireme), acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem ser apresentados em
portugués e inglés.

O endereco para correspondéncia do autor responsavel deve vir no final do artigo.
Agradecimentos

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou as instituicbes que contribuiram
substancialmente para a elaboragéo do trabalho. Virdo antes das referéncias bibliograficas
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Estrutura do texto
Artigos originais

Sao contribuicbes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original inédita que possam
ser replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura
formal deve seguir o esquema de apresentagao do texto para esse tipo de artigo: Introdugao,
Objetivos, Material e método, Resultados, Discussdo e Conclusdes. O uso de subtitulos é
recomendado particularmente na Discussdo do artigo. Implicagdes clinicas e limitagdes do
estudo devem ser apontadas. Sugere-se o detalhamento do tépico Material e método. Para
esses artigos exige-se a apresentagdo de um resumo estruturado em portugués e inglés, com
cabecalhos obedecendo a apresentagéo formal do artigo: Introducdo (Background), Objetivos
(Objectives), Material e método (Material and method), Resultados (Results), Discussao
(Discussion) e Conclusdes (Conclusions). O Abstract (resumo em inglés) deve ser precedido
pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do texto.

Comunicacfes breves

Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com achados
sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos de replicagéo; e 3)
estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter até 1.500 palavras, incluir
resumo nao-estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura, além das referéncias
bibliograficas.

Artigos de revisdo e atualizacdo

Artigos de revisdo e/ou atualizagdo apenas serdo publicados por convite especifico dos
editores. Avaliagdo critica sistematizada da literatura sobre determinado assunto, devendo
conter conclusdes. Devem conter até 5 mil palavras. A organizagao do texto do artigo, com
excegao de Introdugéo, Discussdo e Conclusdo, fica a critério do autor. Para esses artigos
exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista extensa de
referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Relatos de casos

Sao trabalhos de observagbes clinicas originais acompanhados de analise e discusséo.
Devem conter até 1.500 palavras. A sua estrutura deve apresentar, no minimo, os seguintes
tépicos: Introdugdo, Relato(s) dos(s) caso(s), Discussdo. Incluir um resumo ndo-estruturado no
idioma do texto e em inglés.

Cartas aos Editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar pesquisas
originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no maximo 500 palavras
(incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo consideradas se estiver explicita a frase
para publicagéo. A carta deve ser assinada por todos os seus autores.

Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, em ordem alfabética
numerada. Os titulos dos periddicos deverao ser referidos na forma abreviada de acordo com
o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias nao
seguir a norma adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados, sem revisdo de
conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de
referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A exatidao das
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referéncias bibliograficas € de responsabilidade dos autores. Comunicagbes pessoais,
trabalhos inéditos ou em andamento poderao ser citados, quando absolutamente necessarios,
mas n&do devem ser incluidos na lista de referéncias bibliograficas; apenas mencionados no
texto ou em nota de rodapé. A lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo, e
se mais de trés autores colaboraram numa publicacdo, deve ser listado o primeiro seguido da
expressao latina et al.

Exemplos:
* Artigos de periédicos (um sé autor)

COTRIM, F.L.S. Coleta de sangue para dosagem de triglicerideos. J Bras Patol, v. 33, n. 4, p.
201-02, 1997.

* Artigos de periddicos (mais de trés autores)

ABREU, E.S. et al. Doenga de Hodgkin infanto-juvenil no estado do Ceara e sua relagdo com
o virus Epstein-Barr: parametros clinicos e analise morfolégica imuno-histoquimica e por
hibridizag¢ao in situ. J Bras Patol, v. 33, n. 4, p. 178-84, 1998.

* Artigo de periédico on-line

YAZLE, J.S.R. et al. Assisténcia hospitalar como indicador da desigualdade social. Rev Saude
Publ, Sdo Paulo, v. 31, n. 5, 1997. Disponivel em: http://www.fsp.usp.br/rsp. Acesso em: 23
mar. 1998.

* Livros no todo (dois autores)

RINGSVEN, M.K.; BOND, D. Gerontology and leadership skills for nurses. Albany, N.Y.:
Delmar Publishers, 1996.

» Capitulos ou parte de livro editado por outro autor

SCIVOLETO, R. Sistema nervoso auténomo. In: ZANINI, A. C.; OGA, S. Farmacologia
aplicada. 4. ed. Sao Paulo: Atheneu, 1989. Cap. 9; p. 97-141.

« Parte de livro em meio eletronico

SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes ambientais em
matéria de meio ambiente. In: . Entendendo o meio ambiente. S&o Paulo, 1999. v.
1. Disponivel em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm. Acesso em: 8 mar.1999.

* Evento em meio eletrénico

SILVA, R. N.; OLIVEIRA, R. Os limites pedagogicos do paradigma da qualidade total da
educacdo. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPE, 4., 1996, Recife. Anais
eletrdnicos... Recife: UFPe, 1996. Disponivel em:
http://www.propesq.ufpe.br/anais/educ/ce04.htm. Acesso em: 21 jan.1997.

» Tese ou dissertagao

Oliveira, C.M. Isolamento e caracteriza¢do de estreptococos de placa dental. Rio de Janeiro,
1974. Tese (doutoramento) — Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro.
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* Citagbes no texto

Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-indice). Podem também ser
acrescentados o nome do autor e 0 ano. As referéncias com mais de um autor devem conter o
sobrenome do autor seguido da expressao et al., como, por exemplo, Higashi et al'.

Tabelas e figuras

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
encabegadas por seu titulo, recomendando-se a nao-repeticdo dos mesmos dados em
graficos. Na montagem das tabelas, seguir as Normas de apresentagao tabular estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pelo IBGE (1993). As ilustragdes (graficos,
fotografias, desenhos, etc.) deverdao ser numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos e citadas como figuras.

Devem ser suficientemente claras para permitir sua produgdo. Os graficos deverdo vir
preparados em programa processador de graficos. Deverdo ser indicados os locais
aproximados no texto onde as ilustragdes serdo intercaladas como figuras.

AbreviacBes e nomes de medicamentos

As abreviagdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizagado.
Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes né&o-
disponiveis para prescrigao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema métrico
decimal e, quando o autor assim o desejar, também no System International (SI) entre
parénteses.

Endereco para envio dos originais

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
R. Dois de Dezembro, 78/salas 909 e 910 — Catete

CEP 22220-040 — Rio de Janeiro-RJ — Brasil

Tel.: (21) 3077-1400 ou 3077-1408

E-mail: joppml@sbpc.org.br
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