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ARTIGO

Proteinas salivares candidatas a biomarcadores para altera¢gdes bucais em
usuarios de alcool e tabaco.



Resumo

Introducédo: O consumo de &lcool € comumente associado ao uso de tabaco. As
duas drogas agem em sinergismo causando alteracdoes no meio bucal. A
identificacdo de biomarcadores salivares no rastreio de lesdes bucais pode ajudar
na prevencao de doencas em usuarios de alcool e tabaco. Objetivo: Este estudo
teve como objetivo avaliar a condi¢cdo bucal de usuérios de alcool e tabaco, e
identificar proteinas salivares candidatas a biomarcadores para altera¢des bucais.
Materiais e métodos: Foram avaliados 33 voluntarios homens internados para
reabilitacdo por abuso de alcool, entre os quais, nove foram selecionados para
andlise proteémica. Foi realizado exame odontolégico, com avaliagcdo dos indices
gengival, de placa e CPO-D, e coleta de saliva ndo estimulada. A analise dos
peptideos tripticos foi conduzida por meio de espectrometro de massas. Uma lista
de proteinas identificadas nas amostras salivares foi gerada a partir de banco de
dados e revisada manualmente, obtendo-se o numero total de proteinas
candidatas a biomarcadores para alteracfes bucais. Resultados: A média de
idade da amostra (n=33) foi 42,94+8,61 anos, com CPO-D médio de 22,24+8,28.
31 (93%) voluntarios apresentaram placa bacteriana e inflamacéo gengival. Foram
encontradas 282 proteinas na saliva nos voluntérios (n=9), das quais 26 foram
identificadas como candidatas a biomarcadores para alterac6es bucais. Apos
revisdo manual, 21 proteinas foram selecionadas. As alteracbes bucais com o
maior niumero de proteinas candidatas a biomarcadores foram “Carcinoma of head
and neck” (n=10), “Nasopharyngeal carcinoma” (n=6) e “Periodontal disease”
(n=6). Concluséo: A condicdo bucal de usuarios de alcool e tabaco mostrou-se
insatisfatoria. Foram identificadas 282 proteinas na saliva, das quais 21 se
mostraram candidatas a biomarcadores para alteracdes bucais. As duas principais
doencas em numero de proteinas salivares candidatas a biomarcadores foram

cancer de cabeca e pescoco e doenca periodontal.

Palavras-chave: Proteinas e Peptideos Salivares; Protebmica; Biomarcadores;

Alcoolismo; Tabagismo.




Introducéo

O alcool é uma substancia psicoativa consumida por cerca de 2,3 bilhdes
de pessoas no mundo, e estd associado com mais de 200 doencas (1). Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), séo estimadas trés milhdes de mortes
por ano no mundo causadas pelo uso cronico do alcool (1). O consumo de alcool
estd aumentando a nivel mundial e € comumente associado ao uso de tabaco; as
duas drogas licitas agem em sinergismo causando alteracdes no meio bucal,
aumentando o risco para o desenvolvimento de cancer de boca e outras afeccdes
1,2).

Usuérios cronicos de alcool e tabaco tem alta prevaléncia de carie,
gengivite, periodontite, lesbes na mucosa bucal e halitose (3—7), o que é agravado
pela diminuicdo do fluxo salivar (7,8). A saliva contém mais de 2000 proteinas e
peptideos, que participam de varios processos, como digestdo, formacdo da
pelicula adquirida do esmalte, lubrificacdo local e regulacdo do sistema imune
(9,10). Algumas proteinas presentes na saliva podem sofrer alteracbes de
concentracdo na presenca de doencas e estar intimamente relacionadas com o
estado de saude de um individuo, possibilitando serem utilizadas como
biomarcadores (10). Proteinas biomarcadoras sdo moléculas usadas para detectar
ou confirmar a presenca de uma doenca ou condi¢ao de interesse, ou até mesmo
monitorar a evolucédo de uma doenca ou tratamento (11).

Proteinas geralmente encontradas no sangue podem estar presentes na
saliva, que pode ser coletada mais facilmente e sem procedimentos invasivos (10).
Novos métodos de identificacdo de proteinas, como espectrometria de massas,
aliados a protocolos refinados de extracdo e processamento de saliva, facilitam a
identificacdo e quantificacdo de biomarcadores, tornando a saliva uma substancia
promissora na identificacdo precoce de doencas (10).

A identificacdo de biomarcadores salivares no rastreio de lesdes bucais
pode ajudar na prevencédo de doencas e promoc¢ao da saude bucal em usuarios de
alcool e tabaco. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a condi¢ao
bucal de usuarios de alcool e tabaco, e identificar proteinas salivares candidatas a

biomarcadores para alteragces bucais.



Material e Métodos
Comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local (parecer
numerol1.825.659).

Amostra

Foram recrutados individuos internados na Associacdo de Pesquisa e
Tratamento do Alcoolismo, localizada na cidade de Campo Largo (sul do Brasil)
para reabilitac@o pelo uso de drogas. No estudo, foram incluidos homens, maiores
de 18 anos, internados para reabilitacdo por abuso de alcool, com um periodo de
abstinéncia de, no maximo, 15 dias. Foram excluidos do estudo os participantes
que fizeram uso de drogas ilicitas, portadores de doencas sistémicas, que
estivessem fazendo uso de antibidticos ou anti-inflamatérios, ou que apresentaram
sintomas clinicos de infec¢des agudas. Todos os participantes foram informados
sobre as disposicfes da pesquisa e assinaram um Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido previamente ao inicio da coleta de dados e exame fisico. Todos o0s
participantes faziam uso pesado de tabaco. Entre os 33 voluntarios avaliados, nove
foram selecionados para a analise protedmica (10).

Coleta de dados

Inicialmente, foi realizada entrevista em sala fechada para garantir a
privacidade do participante, onde foram coletados dados socioeconémicos, perfil
de uso de drogas, condi¢do atual de saude, uso de medicamentos, padrdo de
higienizacdo bucal (frequéncia de escovacao dentaria e uso do fio dental). Apds
entrevista, os participantes foram conduzidos até uma maca clinica para realizacao
do exame fisico, com luz natural e artificial juntamente com a iluminacdo da
lanterna de cabeca do pesquisador, como recomendado pela OMS (12). Foi
realizado exame fisico extrabucal, com palpacédo de linfonodos e de glandulas
salivares. O exame da mucosa bucal foi realizado por meio da inspec¢éo e palpacao
com a utilizacdo de espelhos clinicos planos e gaze. Foi registrada qualquer
alteracdo de mucosa bucal presente na data do exame e sua localizacdo seguindo

orientacdes da OMS para levantamentos epidemioldgicos (12). Foram avaliados



indices CPO-D, gengival (IG) e de placa (IP). Para IG e IP, foram utilizados os
critérios de diagnostico propostos por Loe & Silness (1963) e Silness & Loe (1964),
respectivamente (13,14). Para analise de dados, a maior frequéncia dos graus do
IG e IP por dente foi considerada por individuo. IG e IP foram dicotomizados em

auséncia (Grau 0) e presenca (Grau 1, 2 e 3)

Coleta da saliva

A coleta da saliva foi realizada sempre no periodo da manha, entre 09:00 e
11:00 horas (15). Os patrticipantes foram orientados a realizar a higienizacéo bucal
e permanecer por 45 minutos sem ingerir nenhum tipo de alimento, liquido ou
fumar. ApGs esse tempo, todos realizaram enxague bucal com 20 mL de agua
destilada e permaneceram 15 minutos em repouso. A saliva foi coletada de forma
nao estimulada, por 5 minutos, em tubos Falcon (50 mL) estéreis, imersos em gelo
(15). Os componentes insoluveis da saliva foram separados por centrifugacao 3000
x g por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi separado em tubo criogénico e
armazenado em -80°C até o processamento das amostras para andlise proteémica
(10,15,16).

Analise protebmica

Foram retiradas aliquotas de 100 pL de cada amostra para proceder com a
extracdo das proteinas. As amostras foram diluidas 1:1 com a solu¢ao de extragao,
contendo 6M ureia, 2M tioureia e 50nM ambic (bicarbonato de amdnio), agitadas a
4°C por 10 minutos, depois colocadas em cubas de ultrassom a 4°C por 5 minutos
a 1600 W e centrifugadas a 14.000 x g, a 4°C por 10 minutos. Apds a extracao,
trés pools de amostras foram formados. Cada pool foi composto por trés amostras,
escolhidas pela ordem de coleta (10).

Para desnaturacdo das proteinas e reducdo das pontes dissulfeto, foi
utilizado 5mM de dithiothreitol (DTT) em banho a seco e posteriormente
acrescentado 10 mM de iodoacetamida para evitar que residuos de cisteinas
formassem novas ligacdes dissulfeto. As cadeias peptidicas foram clivadas
adicionando 10 pL de tripsina e deixando agir por 14 horas a 37°C, inibida pela
adicdo do mesmo volume de solugéo bloqueadora (acido férmico 5%). As amostras
foram purificadas em colunas C18 spin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), e



armazenadas a -20°C. Nao foram utilizadas colunas depletoras de IgG no protocolo
escolhido (10).

A analise dos peptideos tripticos foi realizada no sistema nanoACQUITY
UPLC (Waters, Milliford, MA) acoplado ao espectrometro de massas Xevo Q-TOF
G2 (Waters). Para tanto, o sistema UPLC nanoACQUITY foi equipado com uma
coluna do tipo Acquity UPLC HSS T3 column 75 pum x 150 mm; 1,8 um (Waters),
previamente equilibrada com 7% da fase movel B (100% acetonitrila + 0,1% &cido
férmico). Os peptideos foram separados através de um gradiente linear de 7-85%
de fase movel B durante 70 minutos com fluxo de 0,35 puL/min e a temperatura da
coluna mantida a 45°C. O espectrometro de massas foi operado em modo ion
positivo, com o tempo de aquisicdo de dados de 75 minutos. Os dados foram
processados através do software ProteinLynx GlobalServer (PLGS) versdo 3.03
(Waters). A identificacdo das proteinas ocorreu por meio do algoritmo de contagem

de ions incorporado ao software (10).

Classificacao das proteinas

O resultado gerado pelo espectrémetro de massas foi comparado com o
banco de dados da espécie Homo sapiens do catadlogo do UniProt para gerar a
lista das proteinas encontradas nas amostras (Universal Protein Resource) em

agosto de 2017 (http://www.uniprot.org). Foi realizada revisdo manual da lista de

proteinas, com remocao de proteinas repetidas, fragmentadas e reversas (17).
Apoés a revisdo da lista de proteinas, foram identificados os genes de origem de
cada proteina. A lista dos genes foi utilizada para realizar a busca de proteinas
candidatas a biomarcadores na ferramenta IBI-IMIM (Database of disease-related
biomarkers) (17,18). Esta ferramenta de busca realiza a mineracdo dos dados,
cruzando o nome do gene e/ou proteina com a alteracdo associada, em titulos e
resumos de artigos indexados a plataforma Medline. A ferramenta traz informacées
sobre as proteinas pesquisadas como biomarcadores, as alteracdes com as quais
elas estédo potencialmente associadas, e a referéncia dos artigos que investigaram
estas possiveis associacoes.

Todos os artigos listados na ferramenta de buscas foram revisados

manualmente por um uUnico pesquisador a fim de confirmar se cada artigo


http://www.uniprot.org/

efetivamente investigou a associacdo entre biomarcador e alteracdo bucal citada.
Foram excluidos os artigos em que a proteina buscada néo era relatada, a doenca
nao era relatada, ou ambos, proteina e doenca, ndo estavam relatados nos artigos,
a fim de gerar uma lista final de proteinas e alteracdes bucais possivelmente

associadas.

Resultados

Foram avaliados 33 homens usuarios de alcool com média de idade de
42,94 + 8,61 anos (25 — 51). Dos 33 participantes, 31 (93%) tinham presenca de
placa bacteriana e inflamacdo gengival. As alteracbes bucais observadas estao
relatadas na tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de alteracfes bucais e valor
médio do CPOD na amostra estudada (n=33).

Alteracdes bucais N (%)
Queilite actinica 10 (30)
Leucoedema 6 (18)
Melanose do fumante 2 (6)
Candidose cronica hiperplasica 2 (6)
Queilite angular 2 (6)
Ceratose reacional 1(3)

Média + DP
CPOD 22,24 + 8,28

Entre os participantes da andlise proteémica (n=9), a média de idade foi
36,89 + 7,72 anos, e o tempo médio de uso de alcool foi de 14,89 + 9,25 anos.
Todos os participantes eram tabagistas com consumo maior que 20 cigarros por
dia. O tempo médio de uso de tabaco foi de 18,89 + 8,54 anos.

Na andlise protedmica, foram encontradas 282 proteinas presentes na
saliva, das quais 58 foram identificadas como candidatas a biomarcadores, sendo

26 candidatas a biomarcadores para alteragdes bucais. Apos revisdo manual, 21



proteinas candidatas a biomarcadores para alteracdes bucais foram selecionadas,

e 18 alteracdes bucais foram identificadas (tabela 2).

Tabela 2. Alteragfes bucais, cédigos das proteinas (acession number), artigos que
foram listados na ferramenta de busca IBI-IMIM (Database of disease-related
biomarkers), e inclusédo ou ndo dos artigos conforme os critérios de revisdo manual.

Alteracéo bucal Acession number Artigos Incluséo
Carcinoma of head Q5SYQ8 Sterz et al. 2010 (19) Sim
and neck Bhaijee et al. 2012 (20) Sim
Bourguignon et al. 2012 (21) Sim
Chen et al. 2009 (22) Sim
Chen et al. 2010 (A) (23) Sim
Xu et al. 2012 (24) Sim
Lo et al. 2011 (25) Sim
Chen et al. 2010 (B) (26) Sim
043490 Cameron et al. 2010 (27) Sim

Damek-Poprawa et al. 2011 (28) Sim
Krishnamurthy et al. 2012 (29) Sim

Hollemann et al. 2011 (30) Sim

Chen et al. 2011 (31) Sim

Zhang et al. 2012 (32) Sim

F5GWH7 Farhadieh et al. 2009 (33) Sim
Vlatkovic et al. 2011 (34) Sim

Jin et al. 2013 (35) Sim

A6NNI4 Erovic et al. 2003 (36) Sim
Mhawech et al. 2004 (37) Sim

P13646 Lallemant et al. 2009 (38) Sim
Cortesina et al. 2000 (39) Sim

P23528 Dowling et al. 2008 (40) Sim
P18887 Mahjabeen et al. 2012 (41) Sim
P19013 Lallemant et al. 2009 (38) Sim
P01034 Strojan et al. 2004 (42) Sim
P04083 Pedrero et al. 2004 (43) Sim
Nasopharyngeal Q5SYQ8 Wu et al. 2013 (44) Sim
carcinoma Luo et al. 2012 (A) (45) Sim
Luo et al. 2012 (B) (46) Sim

P01833 Hirunsatit et al. 2003 (47) Sim
Lin et al. 1997 (48) Sim

P02768 Liao et al. 2008 (49) Nao
P61626 Zhong et al. 1993 (50) Sim




Periodontal disease

Hereditary gingival
fiboromatosis

Rhabdomyosarcom
a, alveolar

Periodontitis

P04083
FSGWH7
P18887
P06733

P02768

043490
P01034
P61626
A6NNI4
P05109
Q12802

PO6733

P68871
P69892
P02768
P02042

P06400

P01034

F5GWH7

EOPC22

P02768
043490
P01034
P02768
P04746

043490

Cheng et al. 2008 (51)

Zhang et al. 2012 (52)

Alsbeih et al. 2010 (53)
Liu et al. 2012 (54)

Hirasaki et al. 2005 (55)
Gongalves et al. 2010 (56)

Lucarini et al. 2009 (57)
Sharma et al. 2012 (58)

Eley et al. 1998 (59)

Bisson-Boutelliez et al. 2001 (60)

Kojima et al. 2000 (61)
Bonuccelli et al. 2009 (62)

Schlétzer-Schrehardt et al.
2005 (63)

Zhu et al. 2007 (64)
Zhu et al. 2007 (64)
Mizuguchi et al. 2012 (65)
Zhu et al. 2007 (64)

Ohata et al. 2006 (66)
Hongeng et al. 2003 (67)

Mocroft et al. 2009 (68)
Martin et al. 2010 (69)

Kraus et al. 2002 (70)
Felsberg et al. 2009 (71)

Rizos et al. 1998 (72)
Grimmond et al. 1996 (73)

Camoirano et al. 2001 (74)
Lucarini et al. 2009 (57)
Sharma et al. 2012 (58)
Ebersole et al. 2013 (75)
Gongalves et al. 2010 (56)

Panchision et al. 2007 (76)

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim
Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao
Nao

Nao
Nao

Nao
Nao

Nao

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim




Pleomorphic
adenoma of salivary
gland

Leukoplakia

Ameloblastoma

Oral submucosal
fibrosis

Leucoplakia of oral
mucosa

Dental caries
Squamous cell
carcinoma of
tongue
Gingivitis

Acquired absence
of teeth

Tooth disorder

Candidiasis of
mouth

Tongue carcinoma

Temporomandibular

joint-pain-

P02768

P05109

P55786

P13646

P02768

P19013

P06400

FS5GWH7

P13646

P16035

P13646

P13646

P19013

P61626

P13646

P01034

P01034

P02768

P31025

P06400

P06400

Guzméan-Ramirez et al. 2009
(77)

Litvinov et al. 2006 (78)

Kam et al. 2009 (79)

Miki et al. 2007 (80)

Sasaki et al. 2011 (81)
Wu et al. 1998 (82)

Madland et al. 2007 (83)
Larrinaga et al. 2005 (84)
Schaaij-Visser et al. 2010 (85)
Gires et al. 2006 (86)

Xu et al. 1995 (87)

Nayyar et al. 2012 (A) (88)
Nayyar et al. 2012 (B) (89)

Schaaij-Visser et al. 2010 (85)

Deyrup et al. 2007 (90)
Swanson et al. 1997 (91)

Krishna et al. 2012 (92)
Kishino et al. 2007 (93)
Pitiyage et al. 2012 (94)
Lalli et al. 2008 (95)

Schaaij-Visser et al. 2010 (85)
Xu et al. 1995 (87)

Schaaij-Visser et al. 2010 (85)
Tsukitani et al. 1985 (96)

Yanagawa et al. 2007 (97)

Sharma et al. 2012 (58)

Yoshihara et al. 2011 (98)

Forsman et al. 1994 (99)

Oudenhoven et al. 2011 (100)

Gromova et al. 2012 (101)

Kuboki et al. 1999 (102)

Nao
Nao
Nao

Nao
Nao

Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

Sim

Nao
Nao

Sim

Sim

Sim

Sim
Sim

Sim

Sim

Sim

10



dysfunction
syndrome

Neoplasm of head
and neck

Squamous cell
carcinoma of mouth

Malignant tumor of
tongue

043490

AG6NNI4

PO5161

Malignant tumor of P13646
head and neck

Malignant tumor of P13646
oral cavity

Brunner et al. 2008 (103) Sim
Damek-Poprawa et al. 2011 (28) Sim
Kusukawa et al. 2001 (104) Sim
Chi et al. 2009 (105) Sim
Xu et al. 1995 (87) Sim
Hamakawa et al. 1998 (106) Sim

As alteracdes bucais mais frequentes encontradas na busca foram: 10

candidatos a biomarcadores para “Carcinoma of head and neck’,

seis

biomarcadores para “Nasopharyngeal carcinoma” e seis biomarcadores para

“Periodontal disease” (tabela 3).

Tabela 3. Alteracdes bucais, codigo das proteinas (acession number) e nimero de
proteinas candidatas a biomarcadores apés revisdo manual.

Alteracéo bucal

Accession number

Carcinoma of head and neck

Nasopharyngeal carcinoma

Periodontal disease

Periodontitis

Hereditary gingival fibromatosis
Leukoplakia

Oral submucosal fibrosis
Leucoplakia of oral mucosa
Ameloblastoma

Squamous cell carcinoma of tongue
Gingivitis

Acquired absence of teeth

Tooth disorder

Neoplasm of head and neck

043490; FSGWH7; P18887; Q55YQS;
P04083; P23528; A6NNI4; P19013;
P01034; P13646

F5GWH7; P06733; Q5SYQ8; P04083;
P61626; P01833

043490; P05109; A6NNI4; P61626;
P02768; P01034

043490; P04746; P02768; P01034
P69892; P68871; P02042
P19013; P02768; P13646
P16035; P13646
P19013; P13646
F5GWH7

P13646

P01034

P01034

P02768

043490

11
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Squamous cell carcinoma of mouth A6NNI4 1

Malignant tumor of tongue P0O5161 1

Malignant tumor of head and neck P13646 1

Malignant tumor of oral cavity P13646 1
Discusséo

Dentro do contexto de que alcool e tabaco sdo drogas licitas prejudiciais a
saude bucal e amplamente consumidas no mundo todo e de que a identificacéo de
biomarcadores tem papel promissor no rastreio de alteracdes locais e sistémicas,
propusemo-nos a avaliar a condicdo bucal de usuarios de alcool e tabaco e
identificar proteinas salivares candidatas a biomarcadores para altera¢cées bucais.
Foram identificadas 282 proteinas salivares e 21 proteinas candidatas a
biomarcadores para alteracbes bucais em usuarios de alcool e tabaco. As
alteragcdes com maior numero de biomarcadores foram “Carcinoma of head and
neck” (n=10), “Nasopharyngeal carcinoma” (n=6) e “Periodontal disease” (n=6).

No presente estudo, ao agrupar as seguintes doencas “Carcinoma of head
and neck”, “Nasopharyngeal carcinoma”, “Squamous cell carcinoma of tongue”,
“‘Neoplasm of head and neck”, “Squamous cell carcinoma of mouth”, “Malignant
tumor of tongue”, “Malignant tumor of head and neck”, e “Malignant tumor of oral
cavity”, 14 proteinas candidatas a biomarcadores foram identificadas (tabela 3). O
cancer de cabeca e pescoco ocupa a sexta posi¢ao nas estatisticas de cancer no
mundo, com incidéncia anual de 500.000 novos casos (20). O carcinoma de células
escamosas é o cancer mais comum de cabeca e pescoco (cerca de 90% dos
casos), e tem como fator de risco o abuso de tabaco, consumo prolongado de
alcool e higiene bucal deficiente (20,30). A amostra do presente estudo foi
composta por usuarios pesados de alcool e tabaco; todos fumavam mais de 20
cigarros por dia, e a média de tempo de uso do alcool foi de 14 anos. Além disso,
a higiene bucal dos participantes mostrou-se insatisfatoria; 93% da amostra
apresentava placa bacteriana e inflamacéo gengival, com média de CPOD de
22,24,

A aldeido desidrogenase 1 (Q5SYQ8) foi a proteina candidata a

biomarcador para cancer de cabeca e pesco¢co com o maior nimero de artigos
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relacionados (19-26), presente na saliva da amostra estudada. Esta proteina tem
a funcdo de metabolizar aldeidos intracelulares e participa do processo de
diferenciacéo de células tronco (23). Logo ap0s a ingestao, o &lcool € metabolizado
pela enzima alcool desidrogenase, o que resulta na formacgéo do acetaldeido, uma
substancia cancerigena (2). Além disso, o acetaldeido esta presente no cigarro de
tabaco industrializado, e € produzido na boca pela microbiota local (2). Sendo
assim, é esperado que na saliva de usuarios pesados de &lcool e tabaco com
higiene bucal insatisfatéria, seja encontrada a aldeido desidrogenase 1, como
consequéncia da grande quantidade de acetaldeido. A aldeido desidrogenase 1
também € considerada um marcador para células tronco cancerigenas, que
apresentam alta taxa de renovacéo e estdo associadas com invaséo tecidual e
maior chance de metéastase (22). Sabendo que o uso abusivo de &lcool e tabaco
aumenta o risco para desenvolvimento de cancer de cabeca e pescoco, a presenca
da aldeido desidrogenase 1 na saliva desses usuarios pode estar associada
também com a presenca de células tronco cancerigenas.

Em nosso estudo, “Periodontal disease” foi 0 segundo termo mais frequente
em numero de candidatos a biomarcadores, com seis proteinas. Ao se agrupar 0s
termos “Periodontitis” e “Gingivitis”, sete proteinas candidatas a biomarcadores
foram identificados. A doenca periodontal € caracterizada pela destruicdo dos
tecidos ao redor do dente, e esta relacionada com a presenca de bactérias e
inflamacéo (3,57). Entre os participantes da amostra, 93% tinham a presenca de
placa bacteriana e inflamacdo gengival. A relacdo do uso do tabaco com a
periodontite ja é estabelecida, porém 0s mecanismos de acdo permanecem
obscuros (4). Acredita-se que o0 uso cronico de tabaco altera a microbiota
subgengival e aumenta a proporcdo de patdgenos periodontais, além de causar
atraso no recrutamento de neutrdéfilos para os tecidos periodontais, diminuindo a
resposta imune (4). Além disso, por prejudicar a funcdo de linfécitos T e a
quimiotaxia de neutrdéfilos, o consumo de alcool também compromete a resposta
imune (107). O consumo de alcool aumenta o risco para doenca periodontal,
proporcionalmente a quantidade ingerida (3,5).

Entre as proteinas candidatas a biomarcadores para doenca periodontal

encontradas na amostra, destaca-se a albumina (P02768). Ha um aumento da

13



expressdo dessa proteina na saliva de pacientes portadores de periodontite
cronica (56,75), intimamente relacionado com aumento do IG e da perda de
insercéo clinica periodontal (55). Outra proteina que se destaca é a cistatina C
(P01034), uma proteina inibidora da enzima cisteino protease. H4 um aumento da
expressao dessa proteina no fluido crevicular gengival e no sangue de pacientes
com periodontite crénica comparado a pacientes periodontalmente saudaveis (58).
Todos os nove participantes selecionados para a analise protebmica tinham a
presenca de placa bacteriana e inflamacgdo gengival, porém nao foi realizado
exame periodontal de profundidade de sondagem e nivel de insercéo clinica para
diagnoéstico de periodontite. Sabendo que a saliva contém grande propor¢cao do
fluido crevicular gengival das bolsas periodontais de toda a boca (108), 0 aumento
do fluxo do fluido crevicular gengival e atividade proteolitica local decorrente da
inflamacdo gengival podem estar relacionados com a identificacdo dessas
proteinas na saliva da amostra.

Grande parte dos artigos identificados pela ferramenta de busca para cancer
de cabeca e pescoco analisaram proteinas candidatas a biomarcadores em
bidpsias (24,30,34) e as mesmas proteinas candidatas a biomarcadores foram
encontradas na saliva. No caso da doenca periodontal, muitos artigos identificaram
proteinas candidatas a biomarcadores por meio do fluido gengival crevicular
(58,60,61), e essas proteinas também foram encontradas na saliva. Sabendo que
a saliva contém grande propor¢cédo das moléculas do sangue e do fluido gengival
crevicular (10,108), a diminuicdo de custos possibilitara a analise protedmica
salivar individual tornar-se uma ferramenta fiel e pouco invasiva no diagndstico
precoce de doencas, melhorando o prognéstico dos tratamentos na area da saude.

Algumas limitacdes do estudo estdo associadas a amostra estudada. A
amostra foi composta por usuarios que buscaram reabilitacdo e ndo representa
toda a populacédo de dependentes de alcool. Reconhecendo que o sexo é um fator
importante em estudos com abuso de substancias, por questdes logisticas (a
instituicdo sO faz o tratamento de pessoas do sexo masculino) o estudo foi
realizado apenas com homens, excluindo a possibilidade de encontrar associacoes
especificas de cada sexo. A ferramenta de busca de biomarcadores IBI-IMIM

revelou algumas falhas, mostrando a importancia da revisdo manual dos artigos
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para se atingir o numero final correto de proteinas candidatas a biomarcadores

para alteracdes bucais.

Conclusdes

A condicdo bucal de usuarios de alcool e tabaco mostrou-se insatisfatoria.
Foram encontradas 282 proteinas na saliva, das quais 21 candidatas a
biomarcadores para alteracées bucais. As duas principais doengas bucais em
namero de proteinas candidatas a biomarcadores foram cancer de cabeca e
pescoco e doenca periodontal. A saliva revelou-se uma substancia promissora na

identificagédo de biomarcadores locais e sistémicos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Thtuloe da Pesquisa: Salde bucal em usudrios de crack,

Pesquisador: Luciana Reis Azevedo Alanis

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAFE: 60172318.5.0000.0020

Instituigio Proponente: Pontificia Universidade Catdlica do Parana - PUCPR
Patrocinador Principal: Financiamanio Fréprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.825.650

Apresentagio do Projeto:

Considerado um problema de sadde pdblica mundial, 8 cocaing & o crack atingem mundialments uma faixa
de 17 a 20 mihdes de pesscas, sendo gue 0% maiores consumidores sdo América do Norte, América do Sul,
Europa Central & Europa Ocidental. Somente nos Estades Unidos, no ano de 2010, os gastos para
tratamentolreabiliasdo dos usudrios foram priximos a 28 bilhdes de dolares, No Brasil, entre as substancias
ilicitas, a cocalna & o crack s8o, respectivaments, a segunda e a terceira droga com maior ndmero de
usuarios adulios, Foram relatados aproximadaments 1 milhéo

de usudries de crack em 2012, excluindo=se moradores de rua, segunda o Ultime levantamento realizade no
pals, Um ponto Importante a ser levantado & que UsUAnos de cocalna podem desenvalver IMUNSSELIRIossso
como consequéncia da utilizago da droga, uma vez que sio drogas iImunossupressoras gue agem am
ampla gama de |eucdcitos moadulanda a liberagdo de citosinas em células ratural killer, neutrsfilos e
macrifagos, Além disso, usuiros de cocalna possuem alta prevaléncia de anorexia e ma nutricdo, que
podem levar ao surgimento de lesdes na mucosa bucal, Glossodinia, queilite angular & outras formas de
candidose estie entre as mais comuns, A Candida & o género responsdvel pela infecglo fungica mais
comum na boca e, somenta em cascs especificos, o fungo ira se tornar patogénico, como por exempls,

guanda ocorer imunossuprassdo no individuo, Mo entanto, apesar das drogas apresentarem agio
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imunossupressora, a frequéncia de infecgbes filngicas bucais & muito baixa nos usuanos, Comao algumas
protginas 1&m agdo preventiva no desenvolvimenta da candidose em oufras doengas, entre elas as
imuneglobulinags & a histatina salivar 5, que possuem agao fungicida, uma forma de elucidar esse
compoartamento & a realizagdo da andlise proteémica da saliva desses individuos, além de ser uma
estratégia que dentifica possive's biomarcadores para doencas bucais e sistémecas, Com o aumenis do
numero de dependentes de crack no Brasil, apontado por levantamentos recentes, & comum que
prafissianais da sande, principalments cirurgides-dentisias, s deparem com USUArios am Seus
atendimentos, fazenda necessérie o esclarecimente dos seus efeitos na boca, ldentficando alteragtes
causadas pela droga sobre a fisiclogia local. Estudos para analisar o compertamento da Candida spp. apis
a exposicho fumada em usudrios crinicos de cocainalcrack, estudes in vitre e avaliaches sialequimica,
sialométrica & das alteragbes nos fatoras de viruléncia expressas pelo fungo exposto a

droga ajudario a elucidar a relagdo crackicandidose, O objetvo do presente estudo & avaliar og efeitos da
cocaina na forma de crack sobre modificagtes na expressdo de fatores de viruléncia da Candida spp,
alteraches na concentracdoe de componentes da saliva, alem de avaliar correlagbes entre patdgeno e

hospadeiro usuano de crack,

Objetive da Pesquisa:

Objativa Primaria:

O objetive do presente estudo & avaliar os efeitos da cocaina na forma de crack sobre modificagies na
expressio de fatorss de viruléncia da Candida spp, alieragies na concenfracio de componentes da saliva,
além de avaliar corelagdas entre patégenc & hospedeire usuario de crack,

Cibjetivo Secundana:

Mos usuarios de crack e alcocl. - Avaliar a prevaléncia de carie dental pelo indice CPOD (carado. perdide,
ohturado); = Avaliar a prevaléncia de doenga periodontal pelos Indices de Placa e Gengival. = Avaliar a
presenca da xerostomiz;= Avaliar a ocorréncia de manifestagies na mucosa bucal; - Avaliar a sialometria
(fluxe salivar estimulado); = Avaliar & sialoguimica: pH, capacidade tampéo da saliva, concentracao de uréia,
glicese, cilclo, proteinas tatas & atividade ga -amilase, - Avallar o5 nivels salivares de nistatina-5; - Realzar
analise protedmica da saliva, Nos ensaios in vitro: = Avaliar fatores de viruléncia de Candida albicans, Mos
ensaios em modelo animal: - Avaliar volume de perda éssea em ratas submetidas a doenga periodental

induzida por ligadura.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos e Beneficios atendem ac disposto nas resolugies da COMNEP,
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Comentarios @ Consideragbes sobre a Pesquisa:

& pesguisa atends ao disposta nas resolugdes da COMER,

Congideragtes sobre o Termos de apresentagio obrigatéria:

PlacaFor
mm

s Tarmas de apresentagdo cbrgatdria atendem ao dispasta nas resolugdes da CONEP,

Recomendagdes:

&5 comscies solicitadas foram efetuadas ndo 580 necassarias novas recomendagies,

Conclusdes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagoes:

Projeto aprovado.

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Paostagem Aurtor Situagan
Informacies Basicas| PB_INFORMACOES_BAS|CAS_DO P | 031112016 Acsita
do Projeto ROJETO 778583 pdf 20:47:54
TCLE/ Termos de | TCLE_Thiago.docx 031 1/2016 |Lucana Reis Aceita
Assentimento / 204700 | Azevedo Alanis
Justificativa de
Buséncia
Declaragdo de Autorizacao_san_julian. pdf 18102016 |Lucana Reis Aceito
Instituisho & 14:02:18 | Azevedo Alanis
Infraestrutura
Cutros Ficha_questicnaric_saude. pdf 1BMD0/2016 |Luciana Reis Ac=ito
13:22:21 | Azevedo Alanis

Declaracia de Termos_Thiagoe.doc 17082016 |Ludcana Reis Acsito

| Pesguisadores 00:41:04 | Azevedo Alanis

Projeto Detalhada /| Projeto_Thiago.doc 17/08/2016 |Ludciana Reis Aceita

Brochiura 00:23:53 | Azevedo Alanis

Investigador

Folha de Rosto Folha_de rosio_Thiago.docx 17082016 |Lucana Reis Aceito
00:23:27  [Azevedo Alanis

Cronograma Cronograma_Thiago.docx 17082016 |Lucana Reis Aceito
00:16:48  |Azevedo Alanis

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Maa
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TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido

TEREMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECTDO

Eu, inome compisin), RG .
(rexClnalidade), fidade], | estado ovi),
{enderegol, iprofssio),

estou sendo convidado a participar de um estudo denominado “Sabde Bucal Em Usuarios De Crack™ cujos objetivo & verificar se
existe algum tipo de alteracdo nos componentes da saliva de usudnos de crack, usuarios de cigamo e bebida alcodlica & nao
usuarios de drogas.

A minha participagio no referido estudo sera no sentido de doagdo de uma amostra de saliva e células, a saliva sera obtida por
mim pela deposicio dela em um tubo fomecide pelo pesquisador durante 5 minutos. Ele também ird coletar as células da minha
bochecha (mucosa jugal) com uma leve raspagem utlizande uma espatula de madeira esterilizada e uma pequena escova de
cerdas macias no lado da lingua. Também fui esclarecido que serei entrevistado com questdes referentes a minha condigio secial,
econdmica e de salde, incluindo sobre uso de drogas. Além disso receberei avaliagio bucal realizada por profissional qualificade.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios. tais como:
1. Orientagdes sobre higiene oral (ensino da técnica de escovagio e uso do fio dental).
2. Encaminhamento & realizacdo de fratamento odontoldgico na dinica da PUCPR.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos & riscos decomentes do estudo, levand o-
se em conta que & uma pesquisa, & os resultados positves ou negatives somente serdo obfidos apds a sua realizagio. Assim. por
se tratar de um procedimento ndo mvasivo, ndo sofrerei nenhum tipo de ferimento, picada, choque ou gualquer sensagdo de dor,
somente um leve desconforto ou leve coceira na coleta. Estou ciente de que minha privacidade serd respeitada, ou seja. meu
nome ou qualquer cutro dado ou elemento que possa, de qualguer forma, me identificar, serd mantido em sigilo. Também fui
informado de que posso me recusar a participar de estudo, ou retirar meu consentimente a gualquer momento, sem precisar
justificar, e de, por dessjar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo 3 assisténcia que venho recebende.

Os pesguisadores envolvidos com o referido projeto s3oc Cassiano Chaiben. Indiara Welter Henn, Milena Binhame Albini &
Thiago Beltrami Dias Batista, alunos do programa de pos graduagdo em odoniologia na PUCPR gue poderdo ser contatados
pelos e-mads: “mibalbini@gmail.com”, “tbdbatista@gmail.com” e telefones 3501- 8404, 3010-2563, realizando a pesquisa sob
orientagdo da profa. Dra. Luciana Reis Azevedo Alanis_

£ assegurada a assisténcia durante toda pesguisa, bem como me & garantido o livre acesso 3 todas as mformagdes e
esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas conseqiéncias, enfim, tudo o que su queira saber antes, durante e depeis da
minha participagdo.

Enfim, tendo sido crientade quanto ao teor de todo o agqui mencionado e compreendido a natureza e o objetve do & referido
estudo, manifesto meu fivre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que no ha nenhum valor econdmico, a
receber ou a pagar, por minha participagso.

Mo entanto, caso eu tenha qualquer despesa decomente da participagio na pesquisa, havera ressarcimento na fiorma seguinte: o
ressarcimento sera em dinheiro, ou mediante depdsito em conta-corrente ou cheque. De igual maneira, caso ocorma algum dano
decorrente da minha participagae no estude, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Em caso de reclamagdo ou qualquer tipo de denincia sobre este estudo devo Figar para o CEP PUCPR {41) 3271-2202 ou mandar
um emai para “nepi@pucprbr.

Curitiba, de de 20 . Mome e 3ssinafurs do participante da pesquisa

Nome(s) e assinatura|s) dofs) pesquisadorfes) responsaveljresponsaveis)
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Normas para publicacdo — Journal of Applied Oral Science

1 APRESENTAGCAO DO MANUSCRITO

1.1 Estrutura do manuscrito

1.1.1 Pagina de rosto devera ser submetida como arquivo suplementar devera conter
apenas:

O titulo do manuscrito em inglés.

Os nomes dos autores na ordem direta seguido da sua afiliagdo institucional.
Para autores brasileiros as afiliacdes devem vir em portugués, em espanhol para
latino-americanos e em inglés para as demais nacionalidades.

Endereco completo do autor correspondente, a quem todas as correspondéncias
devem ser enderecgadas, incluindo telefone e endereco de e-mail.

1.1.2 Texto

O artigo deverd ser previamente traduzido ou revisado por empresa ou
profissional autbnomo que assegurem a qualidade do texto. Autores que tenham
a lingua inglesa como nativa deverdo apresentar declaragcdo na qual se
responsabilizam pela redacao.

Titulo do trabalho em inglés;

Resumo estruturado em paragrafo Unico: deverda incluir o maximo de 300
palavras, ressaltando-se no texto uma pequena introducdo, objetivo, material e
métodos, resultados e conclusdes.

Palavras-chave: (correspondem as palavras ou expressdes que identificam o
conteudo do artigo). Para determinacao das palavras-chave os autores deverao
consultar a lista de assuntos do MeSh e os Descritores em Ciéncias da Saude
- DeCS. Deve-se usar ponto final para separar as palavras-chave, que devem
ter a primeira letra da primeira palavra em letra maidscula. Ex: Dental implants.
Fixed prosthesis. Photoelasticity. Passive fit.

Introducdo: resumo do raciocinio e a proposta do estudo, citando somente
referéncias pertinentes. Estabelecer a hipétese do trabalho.

Material e Métodos: o material e os métodos sdao apresentados com detalhes
suficientes para permitir a confirmacao das observacdes. Incluir cidade, estado
e pais de todos os fabricantes depois da primeira mengdao dos produtos,
reagentes ou equipamentos. Métodos publicados devem ser referenciados e
discutidos brevemente, exceto se modificacdes tenham sido feitas. Indicar os
métodos estatisticos utilizados, se aplicavel. Consultar o item 3 para principios
éticos e registro de ensaios clinicos.

Resultados: apresenta os resultados em uma sequencia légica no texto, com
tabelas e ilustracbes. Nao repetir no texto todos os dados das tabelas e
ilustracdes, enfatizando somente as observacdes importantes. Utilizar o minimo
de tabelas e ilustragdes possivel.

Discussao: enfatizar os aspectos novos e importantes do estudo e as conclusdes
resultantes. N3do repetir em detalhes dados ou informacdes citadas na
introducdo ou resultados. Relatar observagdes de outros estudos relevantes e
apontar as implicagdes de seus achados e suas limitacdes.

Conclusao(0es): (quando houver).

Agradecimentos (quando houver) - agradeca a pessoas que tenham contribuido
de maneira significativa para o estudo. Especifique auxilios financeiros citando
0 nome da organizagao de apoio de fomento e o nimero do processo.
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https://meshb.nlm.nih.gov/search,
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e Referéncias (ver item 2.3)
2 NORMALIZACAO TECNICA

O manuscrito deve ser digitado com: espacejamento de 1,5, fonte Arial, tamanho 11,
3 cm de margem de cada um dos lados, papel A4, perfazendo um total de, no maximo,
15 paginas, incluindo ilustracdes (graficos, fotografias, tabelas etc).

2.1 Ilustragoes e Tabelas

2.1.1 As ilustracoes (fotografias, graficos, desenhos, quadros etc.), serdo consideradas
no texto como figuras, sendo limitadas ao minimo indispensdveis e devem ser
adicionadas em arquivos separados, numeradas consecutivamente em algarismos
arabicos segundo a ordem em que aparecem no texto.

2.1.2 As ilustracbes deverdao ser encaminhadas em formato .tiff, ou .jpg, com no
minimo 300 dpi de resolucdo e 10 cm de largura. Esses arquivos deverdo estar
separados e nao inseridos no texto do Word.

2.1.3 As tabelas deverao ser logicamente organizadas, numeradas consecutivamente
em algarismos arabicos. A legenda sera colocada na parte superior das mesmas. As
tabelas deverdo ser abertas nas laterais direita e esquerda. As tabelas deverdao ser
enviadas em formato .xls.

2.1.4 As legendas correspondentes deverdo ser claras, concisas e localizadas ao final
do trabalho em forma de lista separada e precedidas da numeracao correspondente.

2.1.5 As notas de rodapé de ilustracGes e tabelas serdo indicadas por asteriscos e
restritas ao minimo indispensavel.

2.2 Citacao de autores
A citacdo dos autores no texto podera ser feita de duas maneiras:

1) Somente numérica: "... and interfere with the bacterial system and tissue
system'347-10 As referéncias devem ser citadas em ordem crescente no paragrafo.
2) ou alfanumérica:

Um autor: Gatewood3! (2012)

Dois autores: Cotti and Mercuro'® (2016)

Trés autores: Azar, Safi, Nikaein?’ (2012)

mais que trés autores: Gealh, et al.?® (2014)

Caracteres de pontuacao tal como pontos e virgulas devem ser colocados depois
da citagdo numérica dos autores. Ex: Ferreira3® (2015).

2.3 Referéncias

As Referéncias deverdo obedecer aos requisitos "Uniform requirements for manuscripts
submitted to Biomedical Journals - Vancouver", para a submissdao de manuscritos a
revistas biomédicas - disponivel no seguinte endereco eletrénico:

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html.
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2.3.1 Toda referéncia devera ser citada no texto. Elas devem ser ordenadas de acordo
com sua apresentagao no texto e numeradas sequencialmente em ordem crescente. As
abreviaturas dos titulos dos periddicos internacionais citados deverdo estar de acordo
com o padrao MEDLINE

2.3.2 Nao incluir comunicacdes pessoais e materiais bibliograficos sem data de
publicagdo na lista de referéncias.

2.3.3 Teses, dissertacdes, monografias e resumos ndo serdo aceitos como referéncias.

2.3.4 Listar os nomes dos 6 primeiros autores do trabalho; excedendo este niimero, os
6 primeiros autores do trabalho devem ser citados, seguidos pela expressao ", et al.",
que deve ser seguida por ponto e ndo escrita em italico. Ex: Cintra LT, Samuel RO,
Azuma MM, Ribeiro CP, Narciso LG, Lima VM, et al.

2.3.5 Ndo ultrapassar a citacdo de 40 referéncias.
Exemplos de referéncias:
Livro

Preedy VR, organizator. Fluorine: chemistry, analysis, function and effects. London:
Royal Society of Chemistry; 2015.

Capitulo de Livro

Buzalaf CP, Leite AL, Buzalaf MA. Fluoride metabolism. In: Preedy VR, organizator.
Fluorine: chemistry, analysis, function and effects. London: Royal Society of Chemistry;
2015. p. 54-72.

Artigo de periodico

Gorduysus M, Nagas E, Torun OY, Gorduysus O. A comparison of three rotary systems
and hand instrumentation technique for the elimination of Enterococcus faecalis from
the root canal. Aust Endod J. 2011;37(3):128-33.

Artigo de periddico exclusivamente na Internet (com identificador eletronico)

Rudolph H, Ostertag S, Ostertag M, Walter MH, Luthardt RG, Kuhn K. Reliability of light
microscopy and a computer-assisted replica measurement technique for evaluating the
fit of dental copings. J Appl Oral Sci [Internet]. 2018[cited 2017 Dec
12];26:e20160590. Available from: http://dx.doi.org/10.1590/1678-7757-2016-0590

Artigo de periédico com DOI

Wagner F, Strasz M, Traxler H, Schicho K, Seemann R. Evaluation of an experimental
oblique plate for osteosynthesis of mandibular condyle fractures. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol. 2017;124(6):537-41. doi: 10.1016/j.0000.2017.09.004

Artigo de periédico Epub ahead of print/In press/Forthcoming
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Nair R, Chiu SE, Chua YK, Dhillon IK, Li J, Yee RT. Should short-term use of alcohol
containing mouthrinse be avoided for fear of worsening xerostomia? J Oral Rehabil.
Forthcoming 2017. doi: 10.1111/joor.12587

Artigos com mais de 6 autores:
Citam-se até os 6 primeiros seguidos da expressao " ,et al."

Grubbs V, Plantinga LC, Crews DC, Bibbins-Domingo K, Saran R, Heung M, et al.
Vulnerable populations and the association between periodontal and chronic kidney
disease. Clin J Am Soc Nephrol. 2011;6:711-7

Volume com suplemento e/ou Numero Especial

Davisdson CL. Advances in glass-ionomer cements. J Appl Oral Sci. 2006;14(sp.
Issue):3-9.

A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores.
3 PRINCIPIOS ETICOS E REGISTROS DE ENSAIOS CLINICOS

3.1 Procedimentos experimentais em animais e humanos. O periddico Journal of
Applied Oral Science endossa os principios incorporados na Declaragdo de Helsinki e
insiste que todas as pesquisas que envolvam seres humanos publicadas nesta Revista,
sejam conduzidas em conformidade com esses principios e com outros similares
dispostos nos respectivos Comités de Etica em Pesquisa das respectivas instituicdes de
origem dos autores. No caso de experimentos com animais, estes devem seguir os
mesmos principios de ética envolvidos. Em experimentos que envolvam procedimentos
cirdrgicos em animais, os autores devem descrever na secao de Material e Métodos
evidéncias de que a dosagem anestésica produziu efeito adequado e por tempo
necessario para a condugao do ato cirtrgico. Todos os experimentos com humanos ou
animais devem vir acompanhados de descrigdo, na secdo de Material e Métodos, de
que o estudo foi aprovado pelos respectivos drgdos que gerenciam a Etica em Pesquisa
nas suas instituicdes de origem.

3.1.1 Artigos apresentando estudos experimentais em humanos ou
animais deverdo obrigatoriamente vir acompanhados de documento comprobatorio
da aprovacao pelo Comité de Etica.

3.1.2 Artigos apresentando estudos em animais deverdao obrigatoriamente vir
acompanhados de Checklist ARRIVE devidamente preenchido. O documento esta
disponivel no link a seqguir:

https://mc04.manuscriptcentral.com/societyimages/jaos-scielo/ARRIVEChecklist.docx

3.1.3 Relatoérios emitidos em lingua que ndo inglés, espanhol e portugués devem ser
traduzidos para o inglés.

3.2 Registros de Ensaios Clinicos

O periddico Journal of Applied Oral Science apdia as politicas para registro de ensaios
clinicos da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e do Comité Internacional de Editores
de Revistas Médicas (ICMJE), reconhecendo a importancia dessas iniciativas para o
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registro e divulgacdo internacional sobre estudos clinicos com acesso aberto. Sendo
assim, somente serdo aceitos para publicacdo os artigos de pesquisas clinicas que
tenham o registro, em uma das plataformas de ensaios clinicos, validadas pelos critérios
estabelecidos pela OMS e pelo ICMIJE. A OMS define Ensaio Clinico como "qualquer
estudo de pesquisa que prospectivamente designha participantes humanos ou grupos de
humanos para uma ou mais intervencdes relacionadas a saude para avaliar os efeitos
e os resultados de salde. Intervengdes incluem, mas ndo se restringem a drogas,
células e outros produtos bioldgicos, procedimentos cirlrgicos, procedimentos
radioldgicos, dispositivos, tratamentos comportamentais, mudangas no processo de
cuidado, cuidado preventivo etc."

3.2.1 Os artigos que envolvam ensaios clinicos (clinical trials) em voluntarios humanos
deverao ser enviados acompanhados de dois documentos
suplementares obrigatérios:

e checklist do CONSORT 2010 (http://www.consort-statement.org/)

e comprovante de numero de registro da pesquisa em base que atenda as
exigéncias da Organizacao Mundial de Saude (OMS) e do Comité Internacional
de Editores de Revistas Médicas (ICMJE).

e Sugestdes para autores brasileiros: http://www.ensaiosclinicos.gov.br/

e Sugestdo para autores brasileiros ou de outras
nacionalidades: http://www.controlled-trials.com/ (ISRCTN)
ou http://prsinfo.clinicaltrials.gov/).

3.3 O Editor-Chefe e o Conselho Editorial se reservam o direito de recusar artigos que
ndao demonstrem evidéncia clara de que esses principios foram seguidos ou cujos
métodos empregados forem considerados inapropriados para o uso de humanos ou
animais.

4 OUTRAS QUESTOES SERAO RESOLVIDAS PELO EDITOR-CHEFE E
CONSELHO EDITORIAL
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