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RESUMO

Introducéao: A carie dentaria consiste em uma doencga crénica, pertencente ao grupo
das doengas complexas. Fatores ambientais e individuais determinam a sua
manifestacdo. Pesquisas vem sendo conduzidos para melhor compreender o
componente genético associado a suscetibilidade e resisténcia no desenvolvimento
da doencga carie. Estudos genéticos bem conduzidos a partir da extragdo do DNA,
amplificam a capacidade da pesquisa neste campo de conhecimento. O progresso na
biologia molecular incentivou a busca de diferentes protocolos para a extragdao de DNA
a fim de criar uma maneira eficaz, ndo-invasiva e com baixo custo. Objetivos:
Investigar a associagao de polimorfismos nos genes KLK4 e MUC5B com a doenga
carie e avaliar a quantidade e pureza do DNA obtido por diferentes meios de
armazenagem de saliva. Métodos: Por meio de um estudo caso-controle, pacientes
com 12 anos ou mais, foram recrutados em uma clinica de ensino odontoldgica, de
acordo com sua experiéncia de carie. Para o diagnostico da doenga foram utilizados
os critérios estabelecidos no ICDAS (International Caries Detection and Assessment
System). O grupo controle foi composto por pacientes que possuiam todos os
elementos dentarios com score zero. Fatores socioecondmicos, habitos de higiene e
dietéticos foram investigados. As células foram obtidas por meio de bochechos com
solucdo de glicose. Efetuou-se a extracdo do DNA e genotipagem. Analises uni, bi e
multivariadas foram conduzidas. Para o segundo artigo, foram coletadas 3 amostras
(A,B,C) de saliva (com 5 ml de glicose) de trinta estudantes do curso de odontologia,
entre 18 a 23 anos. Para amostra A foi realizada a primeira fase da extracao de DNA
no dia da coleta. A amostra B permaneceu durante um més na geladeira e a amostra
C permaneceu por um més no congelador antes de efetuar a primeira fase da
extracdo. A extracao do DNA foi realizada com acetato de ambnio 10M e EDTA 1mM.
Avaliou-se a pureza das amostras por espectrofotometria. As analises estatisticas
foram implementadas utilizando o software SPSS versédo 21.0. Resultados: Dos 200
individuos recrutados, 100 eram do grupo caso e 100 do grupo controle. Na analise
bivariada, foram encontrados resultados estatisticamente significativos para as
variaveis etnia (p =0.008), biofilme (p <0.001) e gengivite (p < 0.001). Para o gene
KLK4 foi encontrado suscetibilidade a doenca carie para o alelo A do marcador
rs2242670 (p =0.009). O gene MUCSB conferiu resisténcia para o alelo C nos
marcadores rs2735733 (p=0.004), rs2249073 (p<0.001) e rs2857476 (p<0.001). Ao



conduzir a analise multivariada, permaneceram significativas as variaveis biofilme
(p=0.026) e os marcadores do gene MUCS5B rs2735733 (p=0.004), rs2249073
(p<0.001) e rs2857476 (p<0.001). No segundo artigo, ndo houve diferenga estatistica
entre as amostras A, B e C em relagéo a quantidade (p =0.36) e pureza (p=0.17).
Conclusao: Variagdes genéticas nos genes estudados podem contribuir na
suscetibilidade (gene KLK4) e na resisténcia (gene MUC5B) a doenga carie.Todos os
métodos de armazemagem de células bucais apresentaram resultado satisfatério em

relagdo a quantidade e pureza de DNA
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1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia da Doenga Carie

A carie dentaria consiste em uma doenga crénica, de etiologia multifatorial,
pertencente ao grupo das doengas complexas (1,2). O acometimento da doenga
pode provocar limitagdes no cotidiano, ao desencadear dores e perdas dentarias,
interferindo na qualidade de vida dos individuos (3).

Alguns modelos que tentam explicar os fatores causais e o desenvolvimento da
doenga vem sendo discutidos ao longo dos anos. Keyes, em 1969, elaborou a
triade etioldgica da doencga carie, na qual define que a interagao de trés fatores
primarios sdo fundamentais na iniciagdo e progressdo da mesma, sendo estes:
microrganismos cariogénicos, carboidratos fermentaveis e hospedeiro suscetivel
(4). Newbrum, na sequéncia, acrescentou o fator tempo a essa triade (5), uma vez
que a existéncia desses trés fatores exclusivamente, ndo resultaria na perda de
mineral instantaneamente. De acordo com Ferjeskov e Manji em 1990, o
desenvolvimento da doenga é influenciado por varidveis socioecondémicas,
comportamentais e bioldgicas (6).

Atualmente, sabe-se que os determinantes sociais de saude estao interligados
com desenvolvimento da carie dentaria (7,8), uma vez que estes envolvem
aspectos sociais, culturais, econdbmicos e comportamentais de uma determinada
populagao (9). De acordo com Dahlgren e Whitehead, determinantes sociais de
saude, dispde-se em diferentes camadas, de acordo com seu nivel de
abrangéncia, sendo uma camada proximal, associada a determinantes individuais,
e uma camada distal, na qual se encontram os macro determinantes (10). Dentre
os fatores proximais no desenvolvimento da doencga carie podem ser citados: o
hospedeiro, os microrganismos, a composicdo da saliva e a dieta. Os
determinantes distais incluem, dentre outros, a classe social, a renda,
escolaridade, o comportamento, 0 acesso aos servigos de saude (2). Apesar do
declinio no indice CPOD (média de dentes permanentes cariados, perdidos e
obturados) (11), a doenca carie continua sendo um dos principais agravos da
saude bucal (3). No Brasil, no ano de 2003, criangas com 12 anos possuiam CPOD

2,8 e em 2010 esse indice reduziu para 2,1 (12).
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Estudos demonstram que o declinio global na prevaléncia da doenga carie
nao € uniforme em todos os paises (13), sendo notados niveis crescentes de
desigualdade. Embora estratégias preventivas tenham sido adotodas, como a
expansao da fluoretagdo das aguas de abastecimento publico, alteracbes nos
critérios de diagnéstico, aplicagdes de selantes e controle da dieta, a efetividade
no controle da doenga ainda n&o é evidente (14).

Embora ja pesquisados diversos fatores relacionados com a instalagao e
desenvolvimento da doencga carie, a combinacao de todos estes ainda n&o explica
completamente a dindmica da doencga, uma vez que entre individuos expostos de
maneira similar aos mesmos fatores de risco da doencga carie, apenas alguns a
desenvolvem. Desse modo, a literatura sugere a hipdtese que variagbes na

heranga genética podem influenciar na etiopatogenia da doenga carie.

1.2 Epidemiologia Genética

As doengas genéticas podem ser classificadas como mendelianas,
causadas pela alteragdes em um unico gene, e doengas complexas (15), que
podem resultar da interacdo entre fatores genéticos e ndo genéticos, como a
hanseniase, vitiligo e obesidade. Em saude bucal pode se hipotetizar a doencga
periodontal e a doenga carie.

Estudos vem sendo conduzidos para melhor compreender a natureza do
provavel componente genético associado com a suscetibilidade ou a resisténcia
no desenvolvimento da doenga carie (16). A discussao da possivel influencia
genética da heranga genética iniciou em 1930 (17). A primeira abordagem
envolveu estudos experimentais em animais (18,19), os quais relataram que
camundongos sob as mesmas condi¢des ambientais diferiam na experiéncia de
carie supostamente por serem geneticamente heterogéneos. Posteriormente,
pesquisas foram realizadas por meio de estudos observacionais, incluindo
populagdes humanas, como a analise de agregacao familial, estudos com gémeos
e analise de segregacado complexa.

As analises de agregacgao familial avaliam associag¢des significativas de um
determinado fendtipo entre membros de uma familia (pedigree), resultando no
excesso de compartilhamento de variagbes genéticas e comportamentais, visto

que membros de uma mesma familia compartilham informagdes genéticas e estao
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expostos aos mesmos fatores ambientais. Esses estudos estimam a razdo dos
riscos de recorréncia (Ar). No caso da doenga carie, ha evidéncias sobre a
agregacao dos casos, considerando que a existéncia de fatores genéticos podem
controlar o desenvolvimento da doencga (20).

Os estudos de gémeos consistem na comparagao da taxa de concordancia
entre os gémeos monozigoticos e dizigoticos. Pesquisas mostraram que gémeos
monozigoticos (geneticamente idénticos) possuiam maior concordancia na doenga
carie quando comparados aos gémeos dizigoticos (21,22).

Estudos de segregagcdo complexa descrevem o modo de heranga genética
que melhor explica as observagbes em um conjunto de pedigrees, por meio de:
parametros, frequéncias alélicas e penetrancias. No caso da doencga carie, apenas
um estudo foi conduzido até o momento (23). Neste estudo, realizado em uma
colonia isolada do Amazonas — Para (Brasil), dois fenotipos foram investigados,
sendo indice CPOD e numero de dentes cariados. Um efeito genético conferindo
resisténcia a doenca para ambos os fenétipos foi detectado.

Com a consolidagdo da epidemiologia genética, estudos moleculares que
utilizam técnicas de analise do DNA e mapeamento de genes envolvidos no
desenvolvimento da doenga foram iniciados (24,25), sendo estes: estudos de
ligacdo e de associagdo. Os estudos de ligagado tem como objetivo localizar regides
cromossOmicas que podem conter genes relacionados ao fenétipo. O primeiro scan
gendmico de ligacdo para doencga carie foi realizado por Vieira e colaboradores
(26), utilizando 392 marcadores. A populagdo estudada foi composta por 46
familias e cinco provaveis loci foram identificados. Trés destes estavam
relacionados com a baixa suscetibilidade para doenca carie (5931.1. 14q911.2 e
Xq27.1) e dois para alta suscetibilidade a doenga (13q31.1, 14924.3).

Os estudos de associacao podem ser do tipo caso-controle ou baseada em
familias. Os estudos do tipo caso-controle comparam individuos afetados e n&o
afetados em uma populagao e testam se um determinado alelo ocorre em uma
frequéncia significativamente diferente nos dois grupos, ou seja, individuos com a
doenga (casos) sdao comparados com controles (que ndo possuem a doenga).
Dessa forma, a exposi¢cao aos fatores de risco € mensurada em cada grupo, € com
iss0, o0 risco associado a cada fator pode ser estimado. Os estudos baseados em

familia comparam a transmisséo do alelo dentro da familia (trio — pai, mae e filho)

3



(27).Tais estudos permitem avaliar a magnitude da relagcado entre um determinado
gene e a ocorréncia do fenotipo, objetivando a identificagdo precisa de variagdes
genéticas no desenvolvimento da doenga. As analises de associagao podem ser
conduzidas em pequena escala, por meio de genes candidatos, ou em larga escala
denominados Genome Wide Association (GWA), no qual ha uma tentativa de
investigar grande parte dos genes e seu envolvimento com a doencga (28).

No fluxograma abaixo verificamos todas as estratégias que podem ser

0o N OO o b~ W N -

conduzidas em estudos na area de epidemiologia genética.
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|
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20 Figura 1- Estratégias de Investigagao na Genética Epidemioldgica adaptado de Werneck et al (29)
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Desde a década de 1980 estudos tentam associar genes candidatos com a
doencga carie, sendo que alguns ja apresentaram associagdo. Grande parte das
pesquisas foram desenvolvidas analisando os genes relacionados com a
formacgdo, desenvolvimento e mineralizacdo do esmalte. Estes genes sao:
Amelogenina (AMELX) (30,31), Tuftelina (TUFT1) (32), Ameloblastina (AMBN)
(33), Enamelina (ENAN) (34), Aquaporina (AQPS5), Calcicreina (KLK4) (35),
Metaloproteinases (MMP13 e MMP20) (36,37). Outro estudo investigou um gene
envolvido com a formagao, desenvolvimento e mineralizacdo da dentina: Dentin
Sialoprotein (DSPP) (35). Outra linha de pesquisa analisou genes que possuiam
relagdo com a resposta imune do hospedeiro. Estes genes sao: Mannose-binding
lectin (MBL)(38),HLA-DRB1, HLA-DQB1 (39), DEFB1 (40). Os genes TAS1R2,
(receptor do sabor) e GLUTZ (transporte de glucose), foram pesquisados e
observado associagdo com a doenga carie (41). Finalmente, genes relacionados
com 0s aspectos composicionais da saliva também estdo sendo investigados.
Estes genes sao: saliva carbonic anhydraseVI (CA6), proline-rich protein gene
(PRPs) (42), Lactotransferrina (LTF) (43).

1.3 Genes candidatos

Para esta pesquisa dois genes canditatos foram selecionados.

1.3.1 Gene KLK4

O gene KLK4 esta localizado no brago longo do cromossomo 19 (19q13.41).
A proteina que é codificada por esse gene € a calcicreina-4, que possui 230
aminoacidos e se expressa durante todo o estagio de maturagdo e no final do
estagio de transicdo do esmalte (44). O desenvolvimento para formacado do
esmalte ocorre por meio de 3 estagios subsequentes: secretorio, de transicéo e de
maturacao, até que toda matriz organica seja degradada e substituida quase que
na totalidade por componente mineral. Para que esta degradagao aconteca, existe
a participagao de enzimas, dentre as quais se encontra a calcitreina-4. Ela atua
clivando a amelogenina e outras proteinas da matriz de esmalte, para que os
cristais de hidroxiapatita sejam depositados de maneira ordenada no local e haja a
maturagcdo do esmalte. Ou seja, essa enzima tem um papel fundamental na

mineralizagao do esmalte (45). Um estudo conduzido anteriormente com o gene
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KLK4, encontrou uma associagao significativa para a doenga carie (35), com o

marcador rs2235091 na populagcido caucasiana

1.3.2 Gene MUC5B

O gene MUCSB esta localizado no brago curto do cromossomo 11
(11p15.5). A proteina MUC5B pertence a familia das mucinas, que sao
componentes macromoleculares e possuem elevada massa molecular (46). As
mucinas recobrem, protejem a mucosa e a superficie do dente. A caracteristica
principal da MUC5B consiste na capacidade de formar géis, propiciando
viscosidade a saliva, favorecendo a lubrificacédo para manter a boca umida (47).
Este gene foi relacionado com algumas doencas humanas, incluindo sinusite,
doencga pulmonar obstrutiva cronica e H. Pilori associado com doenga gastrica (48).
Entretanto nenhum estudo na literatura foi descrito com o gene MUC5B associado
a doenga carie. Este gene foi selecionado para esta pesquisa tendo em vista a
associacao positiva do gene MUC7, também pertencente a familia das mucinas

(49) com a doencga carie.

1.4 Extragcdo de DNA

Os estudos na area de Genética Humana vem acompanhados pela busca
de métodos de coleta de material biolégico que fornegam DNA com rendimento e
pureza adequada.

Amostras de sangue sao preferencialmente escolhidas para coleta, por
fornecerem um grande numero de células e, consequentemente, um bom proveito.
No entanto, por se tratar de um método invasivo, percebe-se resisténcia por parte
dos pacientes, além de necessitar de um profissional especializado para realizagcao
do procedimento. Desse modo, a utilizagao de células bucais tem sido um recurso

promissor e eficaz na coleta do material genético.

1.4.1 Protocolo de extragdao do DNA para células bucais

O protocolo de extracdo de DNA com células bucais é realizado em 3
etapas. Ap0s a coleta de saliva com 5 ml de glicose 3%, a amostra é centrifugada
6
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a 2000 RPM durante 10 minutos. Caso haja células suspensas, um novo ciclo de
centrifugacao deve ser realizado.

Apos a centrifugacdo, as células e demais estruturas formam um pellet
depositado no fundo do frasco. O sobrenadante (saliva e glicose 3%) € vertido fora.
Acrescenta-se 1300 uL de tampéo de extragao (TRIS 10mM, EDTA 4mM, SDS
0,5% pH 7,76) em cada frasco. Por fim, congela-se as amostras (-20°C).

Numa segunda etapa, todas as amostras devem ser descongeladas e
acrescentadas10uL de proteinase K (em uma concentragdo de 20mg/mL),
homegenizando a solugdo. Os frascos devem ser mantidos em banho-maria
overnight a uma temperatura de 50°C, para otimizagédo da enzima.

A terceira etapa ocorre no dia seguinte da etapa anterior. O conteudo de
cada tubo é vertido em tubos eppendorf de 2mL e é acrescentado 500uL de acetato
de amoénio (8M em 1mM EDTA), deixado previamente em temperatura ambiente.

Homogeniza-se a solugdo com auxilio do vortex durante 5 minutos e
centrifuga-se por 16 minutos a uma velocidade de 13000 RPM.

Apds tal processo, o conteudo liquido € dividido igualmente em 2 eppendorfs
de 1,5mL (cerca de 900uL em cada eppendorf) e o pellet &€ desprezado.

Acrescenta-se 540ul de isopropanol em cada eppendorf e realiza-se mais
um ciclo de centrifugagéo por 7 minutos com 13000 RPM e descarta-se o conteudo
liquido.

Pipeta-se 1mL etanol 70% e centrifuga-se por 7 minutos com 13000 RPM
e descarta-se o conteudo liquido.

Os tubos devem ser deixados para secar abertos em temperatura ambiente
por 4 horas e, depois de totalmente secos adiciona-se 50ul de solugédo de extracao
(TRIS 10mM; EDTA 1 mM; pH 7,76) em cada tubo, agitando delicadamente para
homogeneizar o DNA. Posteriormente a extracdo, as amostras devem ser
acondicionadas em geladeira durante dois dias e, apds esse tempo, congeladas
em -20°C (50).

A importancia de fatores socioambientais e biolégicos no desenvolvimento
da doenca carie € bem documentada. Estratégias visando o controle e a prevengao
da doenga estdo sendo aplicadas, entretanto a doenca continua sendo um

problema relevante na saude publica. Dessa forma, a investigagdo genética a



1 predisposicdo a doenga carie, torna-se mais um complemento na detec¢éo de

2 grupos suscetiveis e ou resistentes.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste estudo foi aplicar uma estratégia de analise de
associagdo caso-controle para investigar, em uma populagdo sul-brasileira, a
participacdo de polimorfismos na suscetibilidade e resisténcia a doenga carie e
compreender a influéncia das variaveis socioambientais no desenvolvimento da

doenca carie.

2.1 Objetivos Especificos:

1. Analisar as varidveis sociais e biolégicas que predispdem o
desenvolvimento da doencga carie;

2. Testar polimorfismos dos genes KLK4 e MUCS5B;

3. Avaliar diferentes métodos de armazenamento de saliva para verificar a

qualidade (pureza) e quantidade de DNA apds a extragdo de DNA.
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3. ARTIGO 1

Influéncia dos genes KLK4 e MUC5B na experiéncia de carie

Resumo

Objetivo: O objetivo desta pesquisa foi identificar a participagado de polimorfismos
dos genes KLK4 e MUC5B na suscetibilidade a doenga carie. Métodos: Um estudo
caso-controle foi conduzido com pacientes atendidos na clinica odontolégica da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, com 12 anos ou mais. O diagnostico
da doenca carie foi baseado nos critérios estabelecidos no ICDAS (International
Caries Detection and Assessment System). O grupo controle foi composto por
pacientes que possuiam todos os elementos dentarios com escore zero. Fatores
socioeconOmicos, habitos de higiene e dietéticos foram investigados. As células
bucais foram obtidas por meio de bochechos com solugéo de glicose 3%. Efetuou-
se a extracao do DNA com acetato de aménio 10M e EDTA 1mM. A amplificagao
do material genético foi conduzida por meio da técnica de PCR em tempo real.
Analises uni, bi e multivariadas foram realizadas. Resultados: Dos 200 individuos
recrutados, 100 eram do grupo caso e 100 do grupo controle. Na analise bivariada,
foram encontrados resultados estatisticamente significativos para as variaveis
etnia (p = 0.008), biofilme (p <0.001) e gengivite (p < 0.001). Para o gene KLK4 foi
encontrada suscetibilidade a doenga carie do marcador rs2242670 (p = 0.009). O
gene MUCSB conferiu resisténcia a carie por meio dos marcadores rs2735733
(p=0.004), rs2249073 (p<0.001) e rs2857476 (p<0.001). Ao conduzir a analise
multivariada, permaneceram significantes no modelo as variaveis biofilme (p=
0.026) e os marcadores do gene MUCS5B rs2735733 (p=0.004), rs2249073
(p<0.001) e rs2857476 (p<0.001). Conclusao: Variagcdes genéticas nos genes

KLK4 e MUCSB podem contribuir na suscetibilidade e resisténcia a doenga carie.

Palavras-chave: carie dentaria; genética; analise de associagao genética.
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INTRODUGAO

A carie dentaria consiste em uma doenga cronica, complexa, de etiologia
multifatorial (Fejerskov, 2004), com alta prevaléncia em paises industrializados e
em desenvolvimento (Petersen, 2003). Apesar do declinio no indice CPO-D (média
de dentes permanentes Cariados, Perdidos e Obturados), apresentado no ultimo
levantamento epidemioldgico, a doenga carie continua sendo um dos principais
agravos da salde bucal (Petersen, 2005). E amplamente aceito que a ocorréncia
da doenga dependa de fatores ambientais e fatores ligados ao hospedeiro. Dentre
os fatores proximais de risco para o desenvolvimento da doenga carie, encontram-
se a presenga de microrganismos, o biofilme e a composi¢ao da saliva, (Fejerskov
and Maniji F, 1990).

A saliva é composta por mucinas salivares (MUC7, MUC1 e MUCS5B), as
quais desempenham o papel de recobrir e proteger a mucosa e a superficie do
dente. As MUCS5B tem como fungdo direta a capacidade de formar géis,
propiciando viscosidade a saliva (Frenkel and Ribbeck, 2014).

Embora diversos fatores de risco relacionados a predisposi¢cédo da doenga
carie ja tenham sido pesquisados, existem variagdes individuais que talvez possam
explicar os motivos pelos quais alguns individuos expostos de maneira similar
desenvolvem a doenga e outros ndo. Os avangos no conhecimento da biologia
molecular e do genoma humano permitem que novas abordagens acerca desta e
de outras doengas bucais fossem evidenciadas por alteragcbes em estruturas
genéticas (Opal et al., 2015; Vieira, 2012).

Estudos anteriores sugerem uma natureza complexa do controle genético
para a suscetibilidade a doenga carie. Portanto, € sempre oportuno que genes ja
identificados com provavel influéncia em uma doenca sejam replicados em
diferentes populagbes. Sendo assim, a hipotese desta pesquisa € que
polimorfismos do gene da calcicreina (KLK4), estudado previamente (Wang et al.,
2013), e os polimorfismos do gene MUCS5B, ainda nao descritos na literatura,
concomitantemente associados aos fatores de risco socioambientais, estejam

envolvidos no desenvolvimento da doencga carie.

11
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MATERIAL E METODOS

Recrutamento da Amostra

O delineamento desta pesquisa caracterizou-se como um estudo de
associagdo genético caso-controle. A amostra populacional estudada foi
constituida por individuos afetados e nao afetados pela doencga carie, recrutados
na clinica de Odontologia da PUCPR (Pontificia Universidade Catdlica do Parana)
com idade igual ou superior a 12 anos. A amostra foi dividida entre dois grupos
(caso e controle), com 100 individuos cada, pareados por género e idade. O critério
de inclusao para o grupo caso foi o diagndstico confirmado da doenga carie; ja no
grupo controle participaram os pacientes sem histérico da doenga. Por sua vez,
foram excluidos, pacientes com dentigdo mista, em tratamento ortodéntico ou
portadores de doengas sistémicas. O recrutamento dos pacientes ocorreu por meio
de uma amostragem probabilistica aleatéria temporal de agosto de 2013 até agosto
de 2014.

Diagnéstico da doencga carie

O exame clinico foi realizado por um profissional treinado, mediante a
profilaxia dos dentes, iluminagdo adequada, sonda ball point e isolamento relativo.
Para o diagndstico da doenga, utilizaram-se os critérios estabelecidos no ICDAS
(International Caries Detection and Assessment System) (Ismail et al., 2007). Os
pacientes do grupo controle foram aqueles que apresentaram todos os elementos
dentarios com o escore zero. Para utilizagao do ICDAS, o examinador foi calibrado
previmente utilizando banco de dentes extraidos. A concordancia intra-examinador
foi calculada pelo teste Kappa, por meio de reexame com 5% da amostra, um més
apos a primeira analise, obtendo uma concordancia perfeita de 1. Apds o exame
clinico, em que o profissional avaliou também a presenca de biofilme, os sujeitos
da pesquisa responderam um questionario via tablet, com questdes relacionadas
as variaveis clinicas, ambientais, dados sociodemograficos, acesso aos servigos

odontologicos, habitos dietéticos e de higiene bucal. (Werneck et al., 2011).

Obtengao do DNA

12
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O DNA foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa jugal, coletadas por
meio de um bochecho com solugdo de glicose 3%, durante 1 minuto, na sequéncia
foi realizada uma leve raspagem da mucosa jugal com espatula de madeira. As
células foram decantadas por centrifugagdo a 2000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 650 uL de
tampao de extracdo [10 mM Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM EDTA, 0.5% SDS]. As
amostras foram congeladas a -20°C até o momento da extragdao de DNA. Apds
serem descongeladas, as amostras foram incubadas overnight com 10 uL de
proteinase K a 37°C com agitagao. No dia seguinte, o DNA foi extraido com acetato
de amdnio 10M e EDTA 1mM, de acordo com o protocolo estipulado (Trevilatto PC
and Line SR, 200AD) A concentracao e pureza do DNA foram determinadas por
densidade Optica em espectrofotdmetro (NanoDrop®2000c) utilizando-se 2 uL do

material extraido.

Selegao dos marcadores

Foram selecionados marcadores do tipo Tag SNPs, os quais representam
todos os SNPs de uma regido genomica com elevado desequilibrio da ligacao.
Esses marcadores foram selecionados no ano de 2014 com base no International
HapMap Project, release 27, seguindo os critérios de desequilibrio de ligacao (DL)
calculados por r> menor que 0.80, multimarker, e frequéncia alélica minima (FAM)
de 0.05 na populagdo africana (YRI). Sendo estes: rs2735733, rs2249073,
rs2672812, rs2672785, rs285747, rs2075860 do gene MUCSB e rs2242670,
rs2235091, rs2978642, rs2978643, rs1654551 e 16454553 do gene KLK4. Os
genotipos foram obtidos por meio de discriminacdo alélica baseada em
fluorescéncia TagMan. As reacdes de amplificacdo foram executadas pela técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real, como implementado na

Applied Biosystems® plataforma 7500 Real-Time PCR System®.

Analise estatistica

Todas as variaveis foram exploradas, descritas, e analisadas inicialmente
com testes uni e bivariados. Para investigar a associagao entre a doenga carie, foi
utilizado o teste qui-quadrado e teste exato de Fisher. Para a analise multivariada

foi usado o modelo de regresséo logistica, em que as variaveis com significancia

13
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nas analises bivariadas com p menor ou igual a 0.05 foram incluidas na
multivariada. Em todos as analises foi considerando um p significativo menor ou
igual de 0.05. As analises foram realizadas conforme implementadas no software
estatistico SPSS versao 20.0. Foi empregado o Haploview 4.2 para estimar o
equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacéo.

Este estudo teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (CEP - PUCPR).

RESULTADOS

Dos 200 pacientes recrutados, 122 (61%) eram mulheres e 78 (39%) eram
homens. A média de idade dos pacientes do grupo caso foi 18.43 anos e do grupo
controle foi 18.52 anos, sendo a idade minima de 12 anos e a maxima de 34 anos,
em ambos os grupos. Nao houve resultados estatisticamente significantes para as
variaveis género (p=0.885) e idade (p =0.897). Com relacéo a etnia dos pacientes,
181 (90.5%) eram brancos e 19 (9.5%) eram negros. Na analise bivariada foram
encontrados resultados estatisticamente significantes para as variaveis: etnia (p =
0.014, OR=0.036), biofilme (p<0.001, OR= 10.887) e gengivite (p <0.001, OR 5.444)
e um resultado borderline para escolaridade (p = 0.065) (tabela 1).

Na analise genética do gene KLK4, foram encontrados resultados
estatisticamente significativos para o marcador rs2242670 no modelo aditivo
(p=0.009), quando ajustado para dominancia do alelo A, os pacientes que
possuiam este alelo apresentaram-se suscetiveis para o desenvolvimento da
doencga carie, (p=0.023, OR= 2.366) (tabela 2). Para o gene MUCS5B foram
encontrados resultados estatisticamente significativos no modelo aditivo para os
marcadores rs2735733 (p=0.004), rs2249073 (p<0.001) e rs2857476 (p<0.001),
sendo que o alelo C conferiu resisténcia no desenvolvimento da doenga carie para
os pacientes portadores do gendtipo CC (tabela 3).

Com a analise multivariada, em que foram considerados todos os
marcadores que estimaram significancia prévia simultaneamente analisados com
os fatores ambientais para a doenga, a variavel biofilme, bem como os marcadores
do gene MUCSB (rs2735733, rs2249073 e rs2857476), permaneceram

significativamente associados a doenga carie no modelo aditivo.
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Varidvel Casos Controle Valordep OR{IC) Multivariada
(n=100}) (n=100}) Valorde p
Etnia
Branco 85 (47%) 96 (53%) 0.0014 0.236 (0.075 - 0.739) 0.109
Negro 15 (78.9 %) 4(21.1%)
Género
Masculino 40 (51.3 %) 38 (48.7%) 0.885 0.919 ( 0.521- 1.623)
Feminino 60 (49.2%) 62 (50.8 %)
Biofilme
Auséncia 59 (38.6%) 94 {61.4%) 0.000 10.887 (4.354- 27.222)  0.026
Presenca 41 (87.2%) 6(12.8%)
Gengivite
Sim 29 (80.6) 7(19.4) 0.000 5.427(2.245-13.100)  0.096
N3o 71 (43.3) 97 (56.7)
Escolaridade
Até ensino médio 76 (54.7%) 63 (45.3%) 0.065 0.065 (1.008 - 3.432) 0.794
Ensino superior 24 (39.3%) 37 (60.7%)
Renda Mensal
Até R51000.00 32 (60.4%) 21 (39.6%) 0.109 1.770 (0.935 - 3.353)
Mais de R$1000.00 68 (46.3%) 79 (57.7%)
Escovagdo
Até 2 Vezes 61 (55%) 50 {45%) 0.155 1.544 (0.892 - 2.742)
Mais de 2 vezes 39 (43.8%) 50 (56.2%)
Ingestdo de agicar
Até 3 vezes 50 (46.3%) 58 (53.7%) 0.321 0.724 (0.414 - 1.265)
3 ou mais 50 (54.3%) 42 (45.7%)

Valor de p estatisticamente significante <0.05

OR - Razdo de chance

IC - Intervalo de confianga 95%
Tabela 1: Analise dos fatores clinicos e ambientais relacionados a doencga carie

15
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Tabela 2: Analise genética para o gene KLK4 na doencga carie

Varidvel Modelo Caso Controle valor de p OR (IC) Multivariada
KLK4 (rs 2242670)
AA -GG - AG Genotipo 15- 14- B89 22-28- 49 0.009 0.523
AA+AGYs GG Domindncia A 84vs14 Tlvs 28 0.023 2.366 (1.157- 4.838)
GG+AGvs AA DomindnciaG B83vs14 77 ws 22 0.274 1.581 (0.765 - 3. 265)
KLKA{rs2235091 )
Ab-GG-AG Genotipo 34-7-56 39-8-52 0.765
AA+AGYs GG Domindncia A 90vs7 9vs 8 0.821 1.130(0.393 - 3.247)
GG+AGvs AA Domindncia G 63 vs 34 60 vs 39 0.532 1.204 (0.674 - 2.191)
KLK4 (rs2978642 )
AA-TT-AT Genotipo 50-3-43 45 -10-41 0.145
AA+ATvsTT  Domindncia A 93vs3 89vs 10 0.051 3.483((0.928 - 13.072)
TT+ATvs AA DomindnciaT 46vs 50 3lvs 48 0.615 0.866 (0.494 - 1.519)
KLK4 (rs2978643 )
CC-GG-CG Genotipo 51-6-40 5 -8-38 0.828
CC+CGvsGG DomindnciaC 91vs6 92vs B 0.621 1.319(0.440 - 3.952)
GG+CGvs GG DomindnciaG 46 vs51 Af vs 54 0.241 1.659 ( 0.605 - 1.853)

Valor de p estatisticamente significante < 0.05

Tabela 3: Analise genética para o gene MUC5B na doenga carie

Varidvel Modelo Caso Controle  valordep OR(IC) Multivariada

MUCSE ( 2735733)

CC-TT-CT Genotipo 22-32-45 46-10-44 0.000 0.004

CC+CTwvsTIT DomindnciaC 67 vs 32 90vs 10 0.000 0.233 ( 0.107 - 0.506)

TT+CTvsCC DomindnciaT 77 ws22 54 vs 46 0.002 2.981( 1.611- 5. 513)
MUCSE ( 2249073)

CC-TT-CT Gendtipo 14-37-47 47-5-47 0.000 0.000

CC+CTvsTT DomindnciaC 61lvs37 94vs 5 0.000 0.088 (0.33 - 0.236)

TT+CTvsCC DominanciaT 384vs14 52vs 47 0.000 5.423 ( 2.721 - 10. 908)
MUCSE ( 2672812)

AA-GG-AG Gendtipo 27-23-47 24-20-51 0.528

AA+AGVsGGE Domindncia A 74vs 23 75vs 20 0.195 0.885( 0.435- 1. 693)

GG +AGvs AA DomindnciaG  70vs 27 Tlvs 24 0.163 0.876 ( 0.461 - 1.664)
MUCSE ( 2672785)

Ab-GG-AG Genotipo 54-4-38 55-10-34 0.252

AA+AGvs GG Domindncia A 92vs4 89vs 10 0.109 2.584 (0.782- 8.542)

GG+AGvs AA DomindnciaG  42vs 54 A4 ys 55 0.922 0.972(0.552-1.711)
MUCSE ( 2857476)

CC-TT-CT Genotipo 17-31-46 47-4-46 0.000 0.000

CC+CTwvsTT DomindnciaC B3 wvs31 93vsd 0.0001 0.087 (0.029 - 0.260)

TT+CTvsCC DomindnciaT 77ws50 17vs 47 0.0001 4,258 (2.203 - 8.230)
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Tanto os marcadores do gene KLK4 quanto do gene MUCS5B eram
TagSNPS de acordo com o Hapmap. A analise realizada no Haploview confirmou

haver equilibrio de ligagdo entre os marcadores (figura 1).

Figura 1: Desequilibrio de ligacado para os genes KLK4 e MUC5B
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DISCUSSAO

A importancia na identificacdo de fatores etiopatolégicos, sejam estes
ambientais ou biolégicos, no desenvolvimento da doenca carie € inquestionavel.
Tem-se observado um interesse crescente pela investigagdo de componentes
genéticos na ocorréncia da doenga. Os achados deste estudo reforcam que a
suscetibilidade a doenca carie pode resultar tanto de fatores ambientais, quanto
genéticos, sendo observada a influéncia dos genes KLK4 e MUC5B juntamente
com biofilme neste estudo.

A presenca de biofilme associada com o desenvolvimento da doenga carie
ocorre, uma vez que microrganismos cariogénicos e carboidratos fermentaveis
estao presentes em um hospedeiro suscetivel. O processo da doencga se inicia no
local onde biofilme dental recobre a superficie dentaria. Os microrganismos do
biofime gradualmente se adaptam a um pH reduzido provocando a

desmineralizacdo do esmalte dentario (Marsh, 2010). Em Natal-RN (Ferreira MA,
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2005), estudantes de escolas publicas, apresentaram uma taxa de 85% de biofilme
na superficie dos dentes com lesbes cariosas. Estudo recente realizado com
criangas de 3 até 8 anos, apontou uma correlacdo direta entre a presenca de
biofilme e contagens de Streptococos Mutans relacionada a atividade de doencga
carie (Nanda et al., 2015).

Com relagao a analise genética para o gene KLK4, o alelo A, do marcador
rs2242670, foi observado em maior frequéncia nos individuos com histoérico da
doenga carie. Outro estudo realizado com este gene, também apresentou os
pacientes com suscetibilidade a doenca, no entanto o marcador associado foi o
rs2235091 (Wang et al., 2013). O gene para a proteina calcitreina-4 tem
demonstrado um papel fundamental na mineralizagao do esmalte (Lu et al., 2008).
Alguns estudos também evidenciaram que gene envolvidos na formagao do
esmalte estdo associados com a suscetibilidade a doencga carie (Tannure et al.,
2012; Kang et al.,, 2011; Slayton, RL; Cooper, ME; Marazita, 2005). Os
polimorfismos genéticos contribuem na alteracao estrutural do esmalte, uma vez
gque aumentam sua porosidade e promovem o decréscimo do conteudo mineral
contribuindo na formagao de hipoplasias dentarias e facilitando a aderéncia do
biofilme (Lu et al., 2008) .

Os resultados da presente pesquisa apresentaram uma diferenca
significativa na distribuicao dos gendtipos entre os grupos caso e controle, para o
gene MUC5B, para os marcadores rs2735733, rs2249073, rs2857476, em que o
genotipo CC apresentou-se como um fator protetor para o desenvolvimento da
doenca. Uma pesquisa realizada anteriormente (Gabryel-Porowska et al., 2014)
teve como objetivo comparar os niveis de mucinas (MUC5B, MUC7 e MUCT) na
saliva de individuos jovens. Os resultados indicaram que adolescentes com indice
elevado da doenga carie, possuiam niveis aumentados de MUC1 e MUC5B
(Gabryel-Porowska et al., 2014). Outro estudo realizado com o gene MUCY revelou
que polimorfismos neste gene aumentam a probabilidade de desenvolver doenca
carie (Pol, 2011). Este é o primeiro estudo de genética realizado para o gene
MUCS5B, ainda ha necessidade de mais investigagdes em relagcéo a via metabdlica

deste gene, assim como sua replicagao em diferentes populacoées.
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Os marcadores rs2075860, rs1654551 e rs16454553 n&o foram
amplificados pela técnica da PCR, provavelmente por conta de um desenho
inapropriado dos primers.

Ainda hoje o foco da genética epidemioldgica em relagdo as doencgas
complexas € a caracterizagao dos fendtipos. Para a doenga carie, o diagndstico
correto da lesdo também pode ser impreciso. Sendo assim, neste estudo
trabalhamos com o ICDAS para método de diagnéstico. Esta metodologia auxilia
na caracterizagado da lesdo cariosa mesmo na fase inicial, ainda na lesdo de
mancha branca.

Avancos para melhor compreensédo das bases genéticas da doencga carie
podem contribuir no entendimento da etiopatogenia desta doenga para a
identificacdo dos grupos de risco, auxiliando tanto em um rastreio efetivo como na
prevencado da doenga. Um dos nossos resultados replica a participagdo do gene
KLK4, em outra populagédo, no desenvolvimento da doenga carie. Além disso,
nossos resultados sugerem que polimorfismos genéticos do gene MUC5B podem

contribuir no desenvolvimento da doenca carie.
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4. ARTIGO 2

AVALIAGAO DE PROTOCOLOS DE ARMAZENAGEM DE SALIVA PARA
EXTRAGCAO DO DNA

RESUMO

O progresso na biologia molecular incentivou a busca de diferentes
protocolos de extracdo de DNA a fim de criar uma maneira eficaz, nao-invasiva e
com baixo custo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a quantidade e pureza do
DNA obtido por células bucais utilizando diferentes meios de armazenagem. Trinta
estudantes do curso de Odontologia entre 18 e 23 anos participaram desta
pesquisa. O material genético foi coletado 3 vezes de cada individuo (amostras A,
B e C) por meio de bochechos com 5 ml de glicose 3%. Para a amostra
denominada A, foi realizada a primeira fase da extragdo do DNA no dia da coleta,
ja as amostras B e C, ficaram estocadas em geladeira e freezer, respectivamente,
por um més antes da primeira de extragao. A extracao do DNA foi realizada com
acetato de amoénio 10M e EDTA 1mM. Avaliou-se a pureza das amostras por
espectrofotometria. As analises estatisticas foram implementadas utilizando o
software SPSS versdo 21.0. As amostras A, B e C apresentaram resultado
satisfatério em relagéo a quantidade e pureza de DNA.

Palavras - chave: DNA, saliva, genética

INTRODUGAO

O estudo da genética humana com as demais areas da saude tem
aumentado recentemente. Com isso, novos métodos de coleta e extracdo de DNA
vem sendo explorados. O sangue é uma excelente fonte de DNA, no entanto, sua
coleta e obtengdo sdo dispendiosos, invasivos e requerem um alto custo de
laboratdrio (1). Assim, varios kits e protocolos quimicos utilizando células bucais
tem sido propostos para a extracdo de DNA (2). As células epiteliais bucais sao

uma grande fonte de material genético e geralmente os protocolos tendem a ser
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mais rapidos, simples, econdmicos, permitindo diversas amostras processadas ao
mesmo tempo (3), além de indolores e ndo-invasivos, podendo atingir a mesma
eficacia de amostras de sangue (1).

A obtencdo do DNA por meio da coleta de saliva pode variar desde os
materiais utilizados até seus passos sequenciais e meios de armazenamento (4-
6). Alguns estudos em larga escala utilizaram diferentes tipos de coleta para avaliar
o rendimento de DNA, para otimizar a aplicagdo em grandes projetos (1, 7). As
diversidades entre as coletas podem gerar alguma diferenga entre os grupos
comparados, contudo, muitos estudos ainda obtém aceitabilidade de pureza e
quantidade de DNA no final de sua analise a partir da saliva (6, 8-11). Mesmo
alterando algum passo especifico do protocolo para aumentar o rendimento de
DNA (12), ou mesmo a partir de materiais auxiliares bastante simples, como uma
escova de dentes para coleta das células bucais (13).

A necessidade de avaliar métodos para melhor obtengdo de DNA para os
estudos genéticos inclui também a facilidade que se pode alcangar a partir de
coletas e armazenamentos mais simples. Desta forma, esta praticidade pode
possibilitar que pesquisadores académicos ou até clinicos realizem seus estudos,
eventualmente em areas mais limitadas de estocagem do material genético ou a
partir de materiais com um custo menor. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar a quantidade e a qualidade (pureza) do DNA obtido por diferentes
meios de armazenagem de saliva humana, a fim de verificar a viabilidade de

amplificacado por PCR.

METODO

As amostras de saliva foram coletadas de estudantes do curso de
Odontologia da PUCPR, sendo mulheres e homens, com idades entre 18 e 23
anos. Nao foram incluidos usuarios de tabaco, alcool, medicamentos e portadores
de doengas sistémicas que poderiam afetar a morfologia e fungao das células da
mucosa bucal. As coletas foram conduzidas durante o periodo de setembro a
dezembro de 2014.

Os materiais auxiliares utilizados foram: 5ml de solugado de glicose 3%,
espatula de madeira, tubos de vidro tipo falcon de 15ml e canudos descartaveis

previamente esterilizados
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Cada paciente foi orientado a colocar a solugédo de glicose na boca e
bochecha-la vigorosamente por 1 minuto. Apdés o bochecho os estudantes
depositavam a solugédo de glicose com auxilio de um canudo plastico dentro do
tubo falcon e em seguida realizava-se a raspagem da mucosa jugal com uma
espatula de madeira, movimentando-a na solu¢ao. Trés amostras foram coletadas
de cada estudante (A, B e C) no mesmo dia. Para as amostras A, a primeira fase
da extracdo do DNA foi realizada no dia da coleta, estas foram levadas ao
laboratério de genética da PUC-PR e centrifugadas a 2000 rpm durante 10
minutos. Caso houvessem células suspensas, fazia-se um novo ciclo de
centrifugacéo. As células e demais estruturas formavam um pellet no fundo do
frasco. Apo6s a centrifugacao, o sobrenadante (saliva e glicose) era vertido fora. Foi
acrescentado 1300 yL de tampéo de extragdo (TRIS 10mM, EDTA 4mM, SDS
0,5% ph 7,76) em cada frasco. Por fim, as amostras foram congeladas a -20°C
(14).

Para as amostras B e C a sequéncia de coleta foi a mesma, entretanto a
apos o bochecho, a saliva permaneceu armazenada por um més em geladeira para
as amostras B e um més em freezer para as amostras C. Apds esse periodo, as
amostras foram descongeladas e realizou-se 0 mesmo preparo prévio a extragao
de DNA realizado para as amostra A.

EXTRAGAO DO DNA

Procedeu-se a extracdo de DNA de todos os grupos de amostras de acordo
com o protocolo proposto por Trevillato e Line (2000) (14). As amostras foram
descongeladas e incubadas overnight com 10uL de proteinase K. No dia seguinte

o DNA foi extraido com acetato de amoénio 10M e EDTA 1mM.

QUANTIFICAGAO DO DNA E VERIFICAGAO DA PUREZA

O DNA foi submetido a leitura por espectrofotometria para verificagado de
sua concentracao e pureza. O método espectrofotométrico empregado tem como
principio a absorgao seletiva de luz ultravioleta de 260 nm de comprimento de onda
pelo DNA, enquanto que proteinas absorvem seletivamente luz em 280 nm.
Portanto, a leitura da solugdo nestes dois comprimentos de onda permitiu a

quantificagao tanto de DNA quanto de proteinas presentes na amostra extraida. A
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razao de 260/280mM/uL indicou o grau de pureza de cada amostra. As amostras
foram quantificadas 1 més apds a extragao.

ANALISE ESTATISTICA

Apds a coleta de informagdes necessarias e realizada a analise do DNA, os
dados foram tabulados no software para analise estatistica Statistical Package for
the Social Sciences versdo 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Para gerar o perfil
da amostra, procedeu-se a analise descritiva dos dados por meio da distribuicao

de frequéncias.

Para melhor elucidagdo dos dados, objetivando avaliar se havia diferenca
na concentragao e pureza de DNA entre as amostras, procedeu-se o teste ANOVA

e comparagdes multiplas de Games Howell.

RESULTADOS

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre quantidade (p =

0.37) e qualidade (p = 0.16) de DNA entre as amostras

Tabela 1: Avaliacdo da quantidade e qualidade do DNA

Amostras Concentracao de DNA Razdo 260nm /280nm
(ng/ul)(média e desvio padrao) (média e desvio padrao)
A 373,47 (+434,04) 1,957 (+0,147)
B 200,26 (+243,90) 2,035 (+0,113)
C 185,9 (+338,26) 2,049 (+0,264)
DISCUSSAO

Todos os métodos foram eficazes quanto a quantidade e pureza de DNA,
independentemente do meio de armazenagem realizado, sendo que o método A
possuiu a maior quantidade de DNA.

Na literatura, o resultado obtido a partir do DNA de células sanguineas é
compativel com as das células bucais, as quais tem sido apontadas como uma
fonte alternativa e promissora de DNA gendmico para estudos moleculares

principalmente por ser um método indolor, ndo invasivo, sem risco de transmissao
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de doencgas (15). Embora a evidente praticidade da obtengdo de DNA a partir da
saliva ja tenha se tornado realidade na comunidade cientifica, diferentes
procedimentos tem sido propostos para coleta, armazenamento e processamento
da saliva para extracéo do DNA (3, 11). Ademais, outra vantagem que as amostras
de epitélio bucal possuem sobre as amostras sanguineas € que as ultimas, por
possuirem inibidores da reagdo em cadeia da polimerase em sua composigéo, por
vezes, fornecem DNA apds a extragdo que apresenta problemas na amplificagao
(16). Desse modo, estudos comparativos entre diferentes protocolos sé&o
necessarios visando, principalmente, avaliar o rendimento, a integridade e os

custos dispendidos para a coleta e processamento laboratorial.

O protocolo utilizado para as amostras A seguiu os critérios de extragcao
estipulados por Trevilatto e Line (14), o qual preconiza que as amostras, assim que
coletadas, sejam levadas ao laboratério para a primeira fase de extracdo e em
seguida congeladas a -20°C. Entretanto, alguns estudos demonstraram que se as
amostras forem congeladas antes mesmo da primeira fase de extragcdo, a
quantidade de DNA obtida pode ser até maior, pois algumas enzimas presentes na
saliva que degradam o DNA sao inativadas ao congelamento direto (17). Neste
estudo, as amostras denominadas C foram congeladas diretamente apds a
extracao e todas apresentaram concentracido e pureza adequadas para utilizacéo
em estudos moleculares. Um estudo ainda relatou a armazenagem da saliva em
temperatura ambiente por até 30 dias antes da extragao, possibilitando a coleta em

campo e aumento de amostragem (18).

Todas as amostras foram coletadas do paciente no mesmo dia, sendo esta
uma limitacédo do estudo e o motivo da amostra A possuir maior quantidade de
DNA. Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre as 3

amostras e as quantidade de DNA.

CONCLUSAO

Todos meios apresentaram resultado satisfatorio em relacdo a quantidade
e pureza de DNA para este estudo. Este achado suporta a afirmacdo de que é
possivel fazer a coleta de saliva em consultério e congela-la para posterior analise

de DNA, sem alteracéo de pureza.
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4.2 Versao em inglés

ASSESSMENT OF SALIVA STORAGE PROTOCOLS FOR DNA EXTRACTION

Tayla Cavallari, Naiara Niesciur Beckert, Leticia Yumi Arima, Simone Tetu Moyses,

Samuel Jorge Moyses, Paula Cristina Trevilatto, Renata lani Werneck

ABSTRACT

Advances in molecular biology have driven the search for more effective,
noninvasive, and cost-effective DNA extraction protocols. The aim of this study was
to assess the quantity and purity of DNA obtained from buccal cells under different
storage conditions. Thirty dentistry students aged 18-23 years participated in the
study. Three samples of genetic material were collected from each individual
(samples A, B, and C) through the use of a mouth rinse with 5 mL of 3% glucose.
The first phase of DNA extraction from sample A was performed on the day of
sample collection, whereas samples B and C were stored in the refrigerator and
freezer, respectively, for 1 month before the first extraction. DNA extraction was
performed with 10 M ammonium acetate and 1 mM EDTA. Sample purity was
assessed by spectrophotometry. Statistical analyses were performed using SPSS
software version 21.0. The samples showed no significant differences with regard
to the DNA quantity (p = 0.37) and quality (p = 0.16. The quantity and purity of DNA
extracted from all three samples was found to be satisfactory.

Key Words: DNA, saliva, genetic

INTRODUCTION

The study of human genetics combined with other health disciplines has
been growing considerably and has led to the development of new methods of DNA
collection and extraction. Blood is an excellent source of DNA; however, collecting
and obtaining blood is an invasive process that entails high laboratory costs (1).
Therefore, various DNA extraction kits and chemical protocols that use buccal cells
have been developed (2). Buccal epithelial cells are a good source of genetic
material, and protocols that use them tend to be faster, simpler, and more cost-

effective. Furthermore, these procedures allow several samples to be processed at
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the same time (3), in addition to being painless and noninvasive. The efficacy of
buccal sampling is found to be the same as that of blood sampling (1).

The procedure for obtaining DNA via the collection of saliva may vary
according to the materials, protocol sequence, and storage conditions used (4-6).
Large-scale studies have used different types of collection methods to assess DNA
yield, with the aim of optimizing procedures in large research projects (1, 7). The
diversity of collection methods may result in differences between the compared
groups; however, in many studies using saliva, the DNA purity and quantity were
found to be acceptable (6, 8-11). This is true even when a specific step of the
protocol to increase the DNA yield is altered (12) or when simple ancillary materials
such as a tooth brush are used to collect buccal cells (13).

The assessment of methods to improve DNA extraction for genetic studies
also aims to find simpler collection and storage procedures that simplify the
process. Increasing practicability allows researchers and clinicians to conduct their
studies even under limited conditions of genetic material storage or cheap
materials. The aim of this study was to assess the quantity and quality (purity) of
DNA obtained under different human saliva storage conditions and to confirm their

feasibility for use in PCR ampilification.

METHODS

Saliva samples were collected from PUCPR dentistry students aged 18-23
years. Students who consumed tobacco, alcohol, and/or certain medications and
those with systemic illnesses that could affect the morphology and function of the
buccal mucosa cells were excluded. Samples were collected between September
and December 2014,

The following auxiliary materials were used for collection: 5 mL of 3%
glucose solution, a wooden spatula, 15-mL Falcon tubes, and sterilized disposable
straws.

The students were instructed to vigorously rinse their oral cavities with the
glucose solution for 1 min. Subsequently, they were asked to transfer the glucose
solution into a Falcon tube using a plastic straw. The malar mucosa was then
scraped with a wooden spatula, which was stirred into the solution. Three samples

were collected from each student (A, B, and C) at the same day. The first phase of
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DNA extraction from sample A was performed on the day of sample collection. The
samples were sent to the genetics laboratory at PUCPR and centrifuged at 2000
rom for 10 min. Centrifugation was performed again if there were cells in the
suspension. Cells and debris formed a pellet at the bottom of the tube. The
supernatant (saliva and glucose) was separated and 1300 uL of extraction buffer
(10 MM TRIS, 4 mM EDTA, 0.5% SDS; pH, 7.76) was added to each tube. Finally,
the samples were stored at —20°C (14).

The collection sequence was the same for samples B and C. However, after
the mouth rinse, sample B was stored for 1 month in the refrigerator and sample C
was stored for 1 month in the freezer. After this period, the samples were thawed
and prepared for DNA extraction in the same manner described for sample A.

DNA EXTRACTION

DNA extraction was performed for all samples according to the protocol
described by Trevillato and Line (2000) (14). The samples were thawed and
incubated overnight with 10 pL of proteinase K. DNA was extracted the following
day with 10M ammonium acetate and 1 mM EDTA.

DNA QUANTIFICATION AND PURITY ANALYSIS

DNA concentration and purity were determined by spectrophotometry. In the
spectrophotometric method used, DNA and proteins selectively absorb ultraviolet
light at wavelengths of 260 nm and 280 nm, respectively. Therefore, analysis of the
solution at these two wavelengths allowed the quantification of both DNA and
proteins present in the sample. The ratio of 260/280 mM/uL indicated the degree of
purity in each sample. The samples were quantified 1 month after extraction.

STATISTICAL ANALYSIS

After collecting the necessary information and DNA analysis, data were
tabulated using the Statistical Package for the Social Sciences software, version
21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Descriptive analyses of data with frequency

distribution were used to gauge the sample profile.

One-way analysis of variance (ANOVA) with the Games—Howell multiple
comparisons test was used for further data analysis, namely the identification of

differences in DNA concentration and purity among samples.
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RESULTS
The samples showed no significant differences with regard to the DNA
quantity (p = 0.37) and quality (p = 0.16).

Table 1: Assessment of DNA quantity and quality

samples DNA concentration.(n.g/uL) Ratio 260 nm/28.0 r.im
(mean and standard deviation) (mean and standard deviation)
A 373.47 (+434.04) 1.957 (+0.147)
B 200.26 (+243.90) 2.035 (+0.113)
C 185.9 (£338.26) 2.049 (+0.264)
DISCUSSION

All methods were effective with regard to the quantity and purity of DNA,
regardless of the storage method used. Method A resulted in a higher quantity of
DNA.

In the literature, the results obtained for DNA extraction from blood cells are
similar to those for DNA extraction from buccal cells. The latter have been proposed
as a promising alternative source of genomic DNA for molecular studies, primarily
because their collection requires a painless and noninvasive method with no risk of
disease transmission (15). Although the scientific community has embraced the
practicality of obtaining DNA from saliva, different procedures have been proposed
for saliva collection, storage, and processing for DNA extraction (3, 11). Moreover,
buccal epithelium samples have an advantage over blood samples in that the latter
contain PCR inhibitors and can consequently be affected by the presence of DNA
after extraction, which leads to problems in amplification (16). It is therefore
necessary to compare different protocols to determine the DNA vyield and integrity

and the costs of sample collection and laboratory processing.

The protocol used to prepare sample A was in accordance with the extraction
procedures proposed by Trevilatto and Line (14), who recommended that samples
be sent to the laboratory immediately after collection for the first phase of extraction,
followed by storage at —20°C. However, some studies have demonstrated that

when samples are frozen before the first phase of extraction, a higher quantity of
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DNA can be obtained because some salivary enzymes that degrade DNA are
inactivated by immediate freezing (17). In the present study, sample C was
immediately frozen after extraction. Nevertheless, all conditions yielded a DNA
concentration and purity that was suitable for molecular studies. One study also
reported that the storage of saliva at room temperature for up to 30 days before
extraction allows the collection of field specimens and an increase in the sample

amount (18).

All samples from one individual were collected on the same day in this study.
This was a limitation and the reason why sample A produced a higher quantity of
DNA. However, there were no significant differences among the three samples with

regard to DNA quantity.

CONCLUSIONS

All methods tested in this study yielded a satisfactory quantity and purity of
DNA, indicating that the collection of saliva in a medical office and freezing the
sample for subsequent DNA analysis is feasible and does not alter the purity of
extracted DNA.
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5. CONCLUSAO

Nesta pesquisa, os resultados sugerem que polimorfismos genéticos dos
genes MUC5B e KLK4 podem estar associados com a doenca carie. A quantidade
e pureza de DNA obtida pelas diferentes formas de armazenagem se
apresentaram satisfatérias em todos os métodos testados.

Avangos na compreensao das bases genéticas podem contribuir com a
identificacdo de grupos de risco no desenvolvimento da doenga. Dessa forma,
estratégias individualizadas podem ser elaboradas visando a prevengao da carie
dentaria.

Ainda que esta tecnologia seja pouco acessivel, é importante que
epidemiologistas e cirurgides-dentistas estejam atualizados quanto as alternativas
existentes para estabelecer critérios que favoregam o diagnostico.

A obtencao do DNA por meio de células bucais consiste em um método nao-
invasivo e indolor, podendo atingir a mesma eficacia de amostras de sangue. A
praticidade da coleta e a armazenagem em geladeira ou freezer sem a
necessidade imediata da primeira fase da extracdo, pode possibilitar que
pesquisadores, académicos e clinicos realizem seus estudos, eventualmente em
areas mais limitadas de estocagem do material genético e dessa forma ampliem a

amostra da pesquisa.
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7. ANEXOS

7.2 Termo de Consentimento livre e esclarecido

A Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) estara realizando um
estudo que ira investigar o papel da genética na susceptibilidade a carie e a
gravidade da doencga. Se bem sucedido, o projeto podera facilitar o tratamento da
carie e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Este estudo sera coordenado
pela Dra Renata lani Werneck, professora e pesquisador do programa de Pos-
Graduacao em Odontologia da PUCPR e pela aluna Tayla Cavallari, do programa
de pés graduagao da PUCPR na area de concentragao de Saude Coletiva e pela

aluna Amanda Dias de Castro da graduagcado em Odontologia da PUCPR.

1) Métodos

Se vocé concordar em participar neste estudo, vocé sera submetido a um
exame clinico odontologico e a um questionario. O exame sera constituido de uma
observacao dos seus dentes e gengiva. A dentista ira usar luvas, um palito de
madeira para afastar a bochecha e gaze para absorver saliva. Os dados
observados serdo anotados em um folha (odontograma) e serdo analisados e
guardados pelos pesquisadores na PUCPR. Estes dados irdo permitir aos
cientistas estudar as caracteristicas genéticas que tornam mais facil para alguns
individuos e seus familiares desenvolver a carie. Sob sua autorizacao, informacgdes
de prontuarios clinicos também poderé&o ser lidas pelos cientistas e utilizadas no
estudo.

Sua autorizagao so6 valera sob a condigdo de se manter o desenho, objetivos
e metodologia do projeto original, além da avaliagdo e aprovacéo de eventuais

alteracdes pelo Comité de Etica da PUCPR.

2) Riscos Fisicos para Saude/Desconfortos

Os riscos fisicos para saude de participacdo neste estudo sao muito
pequenos e limitados ao procedimento de exame clinico. Durante o exame, vocé

podera sentir um desconforto temporario devido ao uso do palito de madeira.
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3) Alternativas

Se voce tiver carie, uma visita ao dentista sera indicada, mesmo que vocé
nao queira participar do estudo. Portanto, se vocé decidir ndo participar, ou cessar
sua participagao no estudo a qualquer momento, vocé recebera informagdes sobre
a saude da sua boca, assim como explicagdes sobre prevencédo de doengas da
boca.

Se vocé nao tiver carie, vocé esta sendo convidado a participar do estudo
como familiar do afetado. Neste caso, sua decisdo de participar ou nao, ou de
cessar sua participagao a qualquer momento, nao ira interferir de nenhuma forma
nos procedimentos odontolégicos para diagndstico ou tratamento da carie que
vocé possa necessitar no futuro. Da mesma forma, sua decisao nao ira refletir no

acesso a procedimentos odontoldgicos necessarios a algum familiar.

4) Custos para os participantes

No caso de vocé decidir participar do estudo, vocé nao tera nenhum custo.

Todos os custos serdo cobertos pelo estudo.

5) Beneficios

Em longo prazo, os resultados deste estudo poderao facilitar a detecgéo de
causas da carie ocorrer, tornando possivel evitar o desenvolvimento da doenca.
Além disso, espera-se que conhecimentos cientificos adicionais sejam alcangados,
com consequente melhoria do tratamento de pessoas afetadas pela carie.

6) Reembolso

Vocé nao sera reembolsado por participar deste estudo.

7) Confidencialidade dos dados

A participacdo em projetos de pesquisa pode resultar em perda de

privacidade. Além disso, a descoberta de fatores de risco genéticos para carie
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podem expor susceptibilidades de certos grupos de pessoas, possivelmente
levando a outros ou certas empresas a considerar estes grupos diferentes de uma
forma negativa. Entretanto, procedimentos serao adotados pelos responsaveis por
este estudo no intuito de proteger a confidencialidade das informagbes que vocé
fornecer e as informagdes produzidas pelo projeto. Nenhuma informagéo genética
e odontolégica individual sera tornada publica. As informacgdes serao codificadas e
mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores
envolvidos neste estudo terdo acesso as informacdes. Apds o término deste
estudo, as informagdes serdo transcritas dos questionarios para arquivos de
computador, mantidos em local restrito com acesso permitido apenas aos mesmos
pesquisadores. Os dados deste estudo poderao ser discutidos com pesquisadores

de outras instituicdes, mas nenhuma identificagdo sera fornecida.

Consentimento

Estudo Genético Epidemiologico de Susceptibilidade a Carie Dentaria

Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento para manté-lo
consigo. A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Vocé tem o direito de ndo concordar em participar ou mesmo de se retirar
do estudo em qualquer momento que queira, sem riscos para o seu tratamento
odontoldgico. Se vocé desejar e concordar em participar, deve assinar ou fornecer
sua impressao digital na linha apropriada abaixo.

Se vocé desejar participar do estudo, permitira que seu endereco e telefone
sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato quando necessario.
Como ja foi esclarecida anteriormente, toda informacgao, pessoal sera mantida em

sigilo.

Nome completo e Assinatura ou impressao n° do prontuario

digital do voluntario

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador
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Assinatura testemunha 1

Data

Assinatura testemunha 2

43



7.2 Questionario

(Aplicado eletronicamente via tablete, desta forma, apresenta-se neste

formato)

o oA WDN

10

11
12

13
14

15
16

17

18
19

20

21
22
23
24
25

26

27
28

29
30
31
32

33

34
35

36

Nome *

Numero *

Local de nascimento *

Bairro *

Idade *

Grupo *
Caso

c Controle

Escolaridade *

Fundamental Incompleto
Fundamental Completo
Médio incompleto

Médio completo

Superior incompleto

I R B R B

Superior completo
Etnia *

Branco

Negro

-
© Asiatico
O Mulato
-

Indigena

Sexo *

© Feminino
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Masculino

Renda mensal *

O Nenhuma renda

C até 400 reais

© de 400 2 1000 reais
© de 1000 até 2000

© Acima de 2000

Biofilme *

Auséncia de placa
- .
Placa visivel

Placa abundante

Gengivite *

Peiodontite *
C Sim

Nao

Vocé escovou seus dentes hoje? *

Quantas vezes vocé escova os dentes por dia? *

O Nenhuma vez

Uma vez

r

(_
Duas vezes

i N

Trés vezes

Vocé usa fio dental? *

Quando vocé usa fio dental?

~
As vezes
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C Todos os dias

Quantas vezes vocé ingere agucar por dia fora das refeicdes? *

~
~

Nenhuma
Até 3 vezes

Mais de 3 vezes

Toma remédio? *

Tomou remédio nos ultimos 3 meses? *

~

Sim

Nao

Quantas vezes ao ano vai ao dentista? *

~

Quem de sua familia ja foi ao dentista? *

B D D R

Nenhuma vez
Uma vez

Duas ou mais

Ninguém

Pai

Méae

Marido - Esposa
Filhos

Outros

Alguma vez ja recebeu informagdes sobre a prevencao de caries e

doencgas bucais? *

~

Sim
Nao

Nao sei

Usa outras formas de Flior? *

~

~
~
~

Bochecho com fluor todos os dias
Bochecho com fluor de vez em quando
S6 no dentista

N&o uso
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Como classifica sua saude bucal? *

N&o sabe
Péssima
Ruim
Regular
Boa

Otima

I N R B B B

Como classificaria a aparéncia de seus dentes? *

N&o sabe
Péssima
Ruim
Regular
Boa

Otima

1 I B B B B

Tem a sensacgédo de boca seca? *

Como classificaria sua mastigagao? *

N&o sabe
Péssima
Ruim
Regular
Boa

Otima

[ I B B B

Como classificaria a sua fala devido aos seus dentes e gengivas? *

N&o sabe
Péssima
Ruim
Regular
Boa

Otima

o0 0 0N

O quanto de dor seus dentes e gengivas causaram nos ultimos 6 meses?

4/
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N&o sabe
Nenhuma dor
Pouca dor
Dor moderada

Muita dor
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7.3 Tabela Score ICDAS

Dente

Score

Score

Score

Score

Score

Score

Restaurado

Ausente

11

12

13

14

15

16

17

21

22

23

24

25

26

27

31

32

33

34

35

36

37

41

42

43

44

45

46

47
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7.4 Aprovacgio do Comité de Etica e Pesquisa — PUCPR

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

NUmero do Parecer:69491

PROJETO DE PESQUISA

Apresentacao do Projeto:

Estudo caso-controle que visa a compreensdo dos aspectos genéticos
envolvidos na patogénese da carie. A populagao de estudo sera composta por 100
casos e 100 controles recrutados na Clinica de Odontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana. A genotipagem dos marcadores dos genes
ocorrera através do sistema de discriminagcdo alélica TagMan. As analises
estatisticas iniciardo com uma descricdo de todos os dados coletadas, regresséo
logistica com variaveis ambientais e marcadores e analise multinivel.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral deste estudo é aplicar uma estratégia de analise de
associagado caso-controle para investigar, em uma populagéo sul - brasileira, a
participacdo de polimorfismos de genes candidatos ao controle da
susceptibilidade/resisténcia a doenca carie e suas variaveis clinicas, assim como
compreender a influéncia das variaveis ambientais juntamente com as variaveis
genéticas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: limitado ao procedimento de exame clinico e o desconforto
temporario pelo uso de palito de madeira. Beneficios: o resultado do estudo podera
facilitar a detecgao das causas da ocorréncia da carie e a possibilidade de evitar o
desenvolvimento da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa com relevancia académico-cientifica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagcao obrigatéria:

TCLE atende as recomendacdes deste Comité.

Recomendacgoes:

Nenhuma.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoées:

O projeto atende as recomendacodes deste Comité.
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Situacao do Parecer:
Aprovado.
Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Aprovado.
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7.5 Normas para publicagcao do artigo 1

Journal of Dental Research

TITLES

Titles can consist of a maximum of 75 characters (including spaces). Titles do not
normally include numbers, acronyms, abbreviations or punctuation. The title should
include sufficient detail for indexing purposes but be general enough for readers
outside the field to appreciate what the paper is about.
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Authors are required to specify during the submission process if their paper
received funding from NIH, NIDCR, or any other NIH Institute or Center and provide
the grant number. To comply with the NIH Public Access Mandate, for qualifying
NIH-funded papers, the Journal of Dental Research will deposit the final, copyedited
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Any perceived or actual conflicts of interest need to be identified in the
acknowledgments section. The JDR abides by the International Committee of
Medical Journal Editors guidelines for the Ethical Considerations in the Conduct
and Report of Research (www.icmje.org). Authors are requested to include this
information in the acknowledgments section and the corresponding author must
confirm that all co-authors have reported any potential conflicts.

FIGURE AND TABLE REQUIREMENTS

These guidelines are intended to aid authors in providing figures that will reproduce
well in both print and online media. Submitting digital image files that conform to
these guidelines will prevent delays in the review and publication processes, and
maximize the published quality of your figures.

Figure Types
JDR figures can fall into one of three categories: Continuous-tone images, Line-
art images, and Combination images. Each image type has specific requirements

in terms of the resolution needed for publication and the file types best suited for
the figure. See the following panels for examples and requirements.
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Staufen-1
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0 25 5 75 10¢

incubation time (min) ( GAPDH

Continuous-tone Image Line-art Image Combination Image
Minimum resolution: 300dpi. | Minimum resolution: Minimum resolution: 800dpi.
Preferred File Formats: TIFF, 800dpi. Preferred File Formats: PDF,
Bitmap. Preferred File Formats: EPS, | EPS,
PowerPoint, Illustrator. PowerPoint, Illustrator,
InDesign.
{
or (0] /
us ¢ us ¢

D P D &
Line-art supplied at high Using “Image Size” to go
resolution (1000dpi). from 300 DPI to 1000 DPI.

Resolution

In order for a figure to be used in publication, its Digital Image File must have the
required resolution when it is created. The resolution cannot be raised after the
original image is made. Attempting to do so (for example, with Adobe Photoshop’s©
‘Image Size” command) results in the addition of artificial pixels that distort the
image and lower its sharpness. The figures on the right show an example of this
reduced sharpness.Fonts

Limit fonts used in any figure to Times, Times New Roman, Arial, Frutiger, and
Sabon. Other fonts cannot be guaranteed to reproduce properly.

Files containing figures and tables should be clearly labeled to indicate their
placement in the text or appendix. Tables should be viewable in a portrait view.
Tables that are created in a landscape view are more suitable for an appendix.

If the online version is in color and the printed version in black and white, please
submit separate files for each version. Figures should be identical except in color
or grayscale. The cost of color figures in the print version will be borne by the
authors. Rates for color reproduction are $300 per initial page of color and $150 for
each additional page of color. However, there are no charges for figures and
diagrams printed in black and white. Color figures many be included in the online
version of JDR with no extra charges.
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The Journal of Dental Research (JDR) adheres to the CSE (8th Edition) editorial
style. All submitted manuscripts should be formatted in this style. Additional
guidelines on formatting your references in CSE style may be found here.

SUPPLEMENTAL FILES

Additional supporting data may be referenced as a supplemental appendix for
publication online only. All supplemental appendix files must be submitted with the
manuscript for review. Supplemental files may include additional figures or tables
that exceed the Journal’s limit. Material intended for the supplemental appendix
must have “supplemental” or “appendix” in the file name upon upload.

Language Editing: Manuscripts submitted for publication consideration should be
written in English. Prior to submission, if a manuscript would benefit from
professional editing, authors may consider using a language-editing service.
Suggestions for this type of service can be found at www.iadr.org/EditingServices.
The Journal of Dental Research does not take responsibility for, or endorse these
services, and their use has no bearing on acceptance of a manuscript for
publication.
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7.6. Normas para publicagao do artigo 2

International Journal of Dentistry

Title and Authorship Information
The following information should be included

Paper title

Full author names

Full institutional mailing addresses
Email addresses

Abstract

The manuscript should contain an abstract. The abstract should be self-
contained and citation-free and should not exceed 200 words.

Introduction
This section should be succinct, with no subheadings.

Materials and Methods

This part should contain sufficient detail so that all procedures can be
repeated. It can be divided into subsections if several methods are described.

Results and Discussion
This section may each be divided by subheadings or may be combined.

Conclusions

This should clearly explain the main conclusions of the work highlighting its
importance and relevance.

Acknowledgments

All acknowledgments (if any) should be included at the very end of the paper
before the references and may include supporting grants, presentations, and so
forth.

References

Authors are responsible for ensuring that the information in each reference
is complete and accurate. All references must be numbered consecutively and
citations of references in text should be identified using numbers in square brackets
(e.g., “as discussed by Smith [9]”; “as discussed elsewhere [9, 10]”). All references
should be cited within the text; otherwise, these references will be automatically

removed.

Preparation of Figures
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Upon submission of an article, authors are supposed to include all figures
and tables in the PDF file of the manuscript. Figures and tables should not be
submitted in separate files. If the article is accepted, authors will be asked to provide
the source files of the figures. Each figure should be supplied in a separate
electronic file. All figures should be cited in the paper in a consecutive order. Figures
should be supplied in either vector art formats (lllustrator, EPS, WMF, FreeHand,
CorelDraw, PowerPoint, Excel, etc.) or bitmap formats (Photoshop, TIFF, GIF,
JPEG, etc.). Bitmap images should be of 300 dpi resolution at least unless the
resolution is intentionally set to a lower level for scientific reasons. If a bitmap image
has labels, the image and labels should be embedded in separate layers.

Preparation of Tables

Tables should be cited consecutively in the text. Every table must have a
descriptive title and if numerical measurements are given, the units should be
included in the column heading. Vertical rules should not be used.

Proofs

Corrected proofs must be returned to the publisher within 2-3 days of receipt.
The publisher will do everything possible to ensure prompt publication. It will
therefore be appreciated if the manuscripts and figures conform from the outset to
the style of the journal.
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