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Ferreira LL. Deteccdo do HPV por nPCR em Leucoplasias Bucais: Estudo
Caso-Controle [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2013.

RESUMO
A leucoplasia bucal é considerada uma lesdo cancerizavel para o
desenvolvimento do carcinoma espinocelular (CEC), e varios fatores de risco
podem estar relacionados a essa carcinogénese, incluindo o papiloma virus
humano (HPV). Na mucosa bucal tem sido feita a associacdo da leucoplasia
bucal com o HPV. O objetivo desse estudo foi detectar a presenga do DNA do
HPV em amostras de tecidos fresco, saliva, plasma e células exfoliadas orais,
extraidas de pacientes com e sem leucoplasia bucal, analisadas através da
técnica de nested PCR (nPCR). Para este estudo foram avaliados 32 pacientes
portadores de leucoplasia bucal e 24 pacientes selecionados de forma caso-
controle. Foi realizada a extragdo de DNA das amostras, e em seguida a sua
amplificacdo através da PCR. A nPCR para detecgdo do HPV revelou a
presenga do virus em 68,75% das amostras de tecido fresco, 50% no plasma,
28,1% no citobrush, 62,5% na saliva no grupo de pacientes com leucoplasia
em comparagdao com 45,8%, 54,2%, 45,8%, 50% nas amostras de tecido
fresco, plasma, citobrush e saliva do grupo controle respectivamente. Baseado
no presente estudo o HPV poderia ser um co-fator etioldgico na patogénese da

leucoplasia oral.

Palavras-chave: Leucoplasia Bucal, Papillomaviridae, Reacdo em cadeia da

Polimerase



Ferreira LL. Detection of HPV by nPCR in Oral Leukoplakia: Case-Control

Study [dissertation]. Aragatuba: UNESP — Sao Paulo State University; 2013.

ABSTRACT
The oral leukoplakia is considered as a pre-malignant lesion for the
development of the oral squamous cell carcinoma, and several risk factors can
be related to this carcinogenesis, including the human papillomavirus (HPV).
HPV is the main cause of cervix cancer, and your role in the oral carcinogenesis
is still controversial. The aims of this study was to detect the presence of HPV
DNA in fresh tissue samples, plasma and oral exfoliated cells extracted from
patients 32 with oral leukoplakia, and 24 controls analyzed through the
technique of NnPCR and make a comparison among these biological materials
sources. It was performed the extraction of DNA from 37 patients with oral
leukoplakia, and amplification of the human B-globin gene was carried out in all
samples to confirm the presence and integrity of DNA. Nested PCR assays
revealed the presence of HPV DNA in 68.75% of fresh tissue, 50.0% of plasma,
62.5% of saliva, and in 28.1% of oral exfoliated cells extracted from patients.
Based on the current experiment, HPV could potentially be an etiologic co-

factor in the pathogenesis of oral leukoplakia.

Keywords: Oral Leukoplakia. Papillomaviridae. Polymerase Chain Reaction.



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

LISTA DE FIGURAS

Grafico evidenciando o numero de pacientes com
mais e menos de 45 anos nos grupos com e sem
leucoplasia bucal.

Grafico evidenciando o numero de pacientes do sexo
feminino e masculino nos grupos com e sem
leucoplasia bucal.

Grafico evidenciando as regides afetadas pelas
lesGes de leucoplasia bucal.

Grafico evidenciando as regides afetadas pelas
lesdes reacionais.

Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando
resultado da amplificagdo da [(-globina (110pb)
evidenciando amostras positivas no grupo de
pacientes com leucoplasia bucal (grupo A).
Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando
resultado da amplificacdo do HPV (140 pb) por nPCR
das amostras, evidenciando amostras positivas e

negativas.

33

34

34

35

40

41



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

Lista de Tabelas

Anadlise da presenca e auséncia do HPV entre os
grupos com e sem leucoplasia bucal

Comparacéo 2 a 2 entre as amostras do grupo com
leucoplasia bucal.

Correlacao entre a presenca do HPV nos diferentes
tecidos com as variaveis clinica e os fatores de risco
dos pacientes com leucoplasia bucal

Correlacao entre a presenca do HPV nos diferentes
tecidos com as variaveis clinico patolégicas e os
fatores de risco dos pacientes sem leucoplasia bucal.
Analise das amostras positivas no tecido que

coincidiram nas demais fontes.

36

37

38

39

40



Lista de Abreviaturas

HPV- do inglés Human Papillomavirus

DNA- do inglés Deoxyribonucleic Acid

PCR- do inglés Polymerase Chain Reaction

nPCR- do inglés Nested Polymerase Chain Reaction

HeLa- linhagem de células de carcinoma cervical uterino com até 4 cépias de

HPV-18 por célula
CP- controle positivo

NO- amostra contendo mistura dos componentes da amplificagcdo e auséncia

de DNA

PM- Peso molecular

TE- Tris(hidroximetil)aminometano e EDTA
EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético
INCA- Instituto Nacional do Cancer

COB- Centro de Oncologia Bucal

FOA-UNESP- Faculdade de Odontologia de Aragatuba - Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
dNTP- do inglés Deosyribonucleotide Triphosphate

pb- Pares de base



Sumario

1. INTRODUGAO ...t n e 18
2. PROPOSICAQ ...ttt 23
3. MATERIAL E METODO ......oivieeeeeeeeeeeee et 25
A, RESULTADOS ...ttt n e 33
5. DISCUSSAQD ...t n e 43
B. CONCLUSAO ...ttt 49
REFERENCIAS ..ottt eaene 51

ANEXOS s 59



Introducao



18

1. INTRODUGCAO °

O cancer € um problema de saude publica, tanto nos paises
desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, e se configura como uma
das principais causas de morte. Segundo o INCA (Instituto Nacional de
Cancer)', o cancer de boca é o sexto tipo de cancer com maior taxa de
mortalidade, atingindo oficialmente cerca de 3.000 pessoas por ano no Brasil.
O numero de mortes por cancer bucal, no ano de 2010, foi de 4.891, sendo
3.882 homens e 1.009 mulheres. A estimativa de novos casos de cancer bucal
com referéncia para 2013 é 14.170 novos casos, sendo 9.990 em homens e
4.180 em mulheres.

O carcinoma espinocelular (CEC) é amplamente reconhecido como o
tipo mais comum de cancer de cabega e pescogo, representando mais de 90%
dos casos? com uma taxa de sobrevida de cerca de 50% em cinco anos®. Os
seus principais fatores de risco sdo o tabaco e o alcool, além do consumo de
noz de betel, radiagdo e a interacdo com alguns virus; como o Epstein-Barr
(EBV) e o papilomavirus (HPV)*.

A leucoplasia € a lesdo cancerizavel mais comum na cavidade oral e é
descrita pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)° como uma placa ou
mancha branca que nao pode ser caracterizada clinicamente ou
patologicamente como qualquer outra doenga. A leucoplasia bucal ndo é uma
entidade de doenga especifica, mas é um diagndstico dado por exclusao®.
Ocorre frequentemente apds a quarta década de vida e os locais mais afetados

da mucosa bucal s3o a mucosa jugal, mucosa alveolar e lingua’. Um estudo

" Normas do Periddico International Journal of Oral and Maxillofacial Surgery - IJOMS



19

anterior mostrou que pacientes com leucoplasia bucal podem ter 36 vezes mais
probabilidade de desenvolver CEC do que aqueles na populagdo geral. Além
disso, a taxa de transformac&o maligna varia de acordo com a localiza¢do, as
caracteristicas clinicas, grau de displasia e fatores etioldgicos®.

A etiologia da leucoplasia é multifatorial, mas ela esta associada
principalmente a habitos bucais, como o fumo e o habito de mascar tabaco, do
mesmo modo que o CEC. O HPV ¢é a principal causa do cancer de colo de
utero e também tem sido associado as lesbes malignas e potencialmente
malignas orais®. Existem mais de 150 gendtipos conhecidos de HPV e acredita-
se que pelo menos 15 tem potencial oncogénico. Entretanto, a maioria dos
canceres de cabega e pescogo esta associada a um unico gendtipo de HPV, o
HPV 16, também associado aos canceres anogenitais’®. Os genétipos de HPV
sao classificados como de baixo risco (por exemplo, HPV 06-11-13-32), médio
risco (HPV 31-33-35-51), alto risco (HPV 16-18) de acordo com o grau de
correlagdo com certas neoplasias malignas, sendo os de médio e alto risco
frequentemente encontrados em lesdes potencialmente malignas e malignas
do trato anogenital, pele e trato aerodigestivo superior'".

Atualmente, o HPV é reconhecido como uma das principais causas do
cancer de orofaringe. Nos Estados Unidos, cerca de 40 a 80% dos canceres de
orofaringe sdo causados pelo HPV, enquanto na Europa a proporgao varia em
torno de 90% e na Suécia menos de 20% em comunidades com maiores
indices de consumo de tabaco'. Estudos recentes sugerem que o HPV pode
ser um dos fatores de progndstico importante, com melhor taxa de sobrevida
global e especifica da doenca encontrada em pacientes com tumores de

orofaringe™.
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Tem sido feita a associagdo entre o desenvolvimento da leucoplasia
bucal com o HPV'" "' Resultados de estudos anteriores demonstraram
evidéncias epidemioldgicas e moleculares da presenca do genoma de HPV em
lesdes pré-malignas orais e em tecidos de CEC, especialmente dos subtipos de
HPV-16 e -18% % 11617 yang et al.* observaram uma porcentagem de 22,8%
de infecgdo pelo HPV em pacientes com leucoplasia bucal, sendo das
amostras positivas o HPV-18 o mais prevalente (78,9%).

Na literatura, ha uma discrepancia notavel nos resultados de estudos
realizados em lesdes bucais em busca de infeccdo pelo HPV. Isso se deve a
dificuldade de comparar resultados, devido as diferentes técnicas empregadas;
como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), imunohistoquimica,
sequenciamento, western blot, southern blot, hibridizacdo in situ, captura
hibrida, entre outros. Além da técnica, em muitos casos os pacientes diferem
em idade, patologia e fatores de risco especificos de um estudo para outro. A
presenca do HPV também depende da fonte do material e sua qualidade na
coleta do mesmo. A disponibilidade de amostras citolégicas frescas,
cuidadosamente recolhidas e da especificidade e sensibilidade da técnica de
laboratério empregada™.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é um método bastante
sensivel e especifico para a detecgdo dos acidos nucléicos do HPV'®. Os
oligonucleotideos iniciadores s&o direcionados a regiao longa do HPV e os
mais utilizados em pesquisas de DNA do HPV sdao MY09/MY11' e
GP5+/GP6+ (que detectam um espectro mais amplo de tipos virais que os da

“primeira geracdo” GP5/GP6)%.
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Novos estudos sdo necessarios para esclarecer a relacido do papel do

HPV com as lesdes cancerizaveis, especialmente as leucoplasias bucais.
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Proposicao
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2. PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi detectar a presenga do HPV em amostras de
tecido fresco, saliva, células exfoliadas e plasma obtidos de pacientes com e
sem leucoplasia bucal, por meio do nPCR e verificar se existe correlacdo na

positividade do HPV entre as diferentes fontes de materiais
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Material e Método
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3. MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aceito pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia do Campus de Aragatuba (FOA)- UNESP, com o numero de
Processo FOA-01034/2011.

O grupo de estudo foi constituido por 32 pacientes portadores de
leucoplasia bucal. Vinte e quatro individuos sem leucoplasia pareados por sexo
e idade com diferenca de até 5 anos, que se enquadraram nos critérios de

selegao do estudo, constituiram o grupo controle.

Critérios de selegao
Foram adotados os seguintes critérios para a inclusdo dos pacientes no
grupo de estudo:
e Pacientes com leucoplasia bucal, cuja bidpsia foi realizada para

confirmacgao diagndstica por meio de exame histoldgico;

Para a inclusdo dos pacientes no grupo controle, foram adotados os
seguintes critérios:
e Pacientes que necessitavam de procedimento cirurgico oral

(cunha distal ou cirurgia pré-protética);
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Coleta de dados e materiais

Por meio de formulario préprio foram colhidas informacgdes existentes
nos prontuarios dos pacientes. Depois de selecionados os casos que
preencheram os critérios de elegibilidade, realizaram-se os procedimentos
clinicos e laboratoriais.

Foram considerados tabagistas os individuos que fumaram regularmente
durante alguma época da vida, mesmo aqueles que atualmente tinham
abandonado o vicio. Os nao tabagistas foram aqueles que em nenhum
momento da vida fizeram uso regular do fumo. Para a classificagdo de etilistas

e abstémios foram usados os mesmos critérios.

Pacientes do grupo de estudo

Todos os pacientes foram submetidos a coleta de materiais para a
pesquisa. Antes da coleta de saliva e citobrush os pacientes foram orientados a
nao consumir bebida ou comida até 30 minutos antes da realizagdo da coleta.

Para a obtencédo das amostras de saliva, foi solicitado ao paciente que o
mesmo cuspisse a saliva em um tubo falcon de 15 mililitros (ml) durante 10
minutos, a fim de obter no minimo de 5 ml de saliva.

Foram realizadas as coletas de células exfoliadas por meio do citobrush.
Para a coleta da amostra, cada citobrush foi friccionado firmemente de 5 a 10
vezes na regido da lesdo?' e colocados em um tubo eppendorf de 2 ml
contendo 300 microlitros de agua Mili-Q ou TE.

Coletaram-se 10 ml de sangue de cada paciente. Essa amostra foi
coletada em tubos contendo EDTA, sendo imediatamente centrifugada para

obtencao do plasma.
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Foram realizadas biopsias com finalidade de diagndéstico e cura, sendo
que as amostras obtidas foram divididas em duas partes: uma parte foi
conservada em formol para realizagdo do exame histopatologico de rotina e
outra parte foi conservada em nitrogénio liquido para posteriores exames
biomoleculares de detec¢gao do DNA do HPV.

Todas as amostras foram identificadas e armazenadas imediatamente

apos a coleta em freezer a -80°C para posterior procedimento laboratorial.

Pacientes do grupo controle

Foram selecionados pacientes sem suspeita de leucoplasia bucal e que
necessitavam de cunha distal ou cirurgia pré-protética como modalidade de
tratamento.

Realizou-se a coleta de saliva de forma semelhante a técnica ja descrita
para os pacientes do grupo de estudo.

Foi realizada a coleta de células exfoliadas por meio do citobrush da
regidao de mucosa jugal, utilizando-se a mesma técnica descrita anteriormente.

Coletaram-se 10 ml de sangue de cada paciente controle, centrifugados
para a obtencdo do plasma da mesma forma que foi realizado no grupo de
leucoplasia.

Deve-se frisar que os procedimentos cirurgicos (cunha distal ou cirurgia
pré-protética) foram realizados independentemente da pesquisa, pois se

configuraram como tratamento.
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Extracao de DNA

A extragdo de DNA das amostras foi realizada segundo as instrugdes do
fabricante do kit de extracdo de DNA QlAamp® DNA mini kit (QIAGEN Ltd,
Crawley, UK).

O DNA obtido de todas as amostras foi submetido a espectrofotometria
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) onde todas as amostras confirmaram a
presenga e um DNA de boa qualidade. Posteriormente, foram realizadas as
PCRs com os oligonucleotideos iniciadores para o gene controle da B-globina

humana e para o gene do HPV.

PCR para gene humano controle
Na realizagdo da PCR para o gene controle da (-globina foram utilizados os
oligonucleotideos PCO3 e PCO4 (110 pares de base - pb)?* . A reacéo foi
realizada em um termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc., Watertown, MS,
USA), adicionando-se ao DNA um mix com os seguintes componentes: 10,8 pl
de agua ultrapura; 1,5 ul de cada oligonucleotideo iniciador (PCO3 e PCO4 [5
MM] ); 1,5 U de Tag DNA polimerase (5U/ul); 2,5 ul de tampao de PCR 10X
(200 mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM de KCI); 0,75 pl de MgCl,50 mM; 1,5 pl
de mistura dNTPs 10mM (deoxyribonucleoside 5’-triophosphates — dATP,
dCTP, dGTP e dTTP — GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), com excec¢ao da
agua ultrapura e dos dNTPs, os demais componentes sdo da Invitrogen Life
Technologies®, Brasil.

ApoOs a mistura dos componentes em capela de fluxo-laminar (Heto-

Holter Tivo HV PCR, Dinamarca), foram adicionados 5 ul do DNA de cada

amostra; totalizando um volume final de 25 ul. Como controle positivo para o
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gene da B-globina, utilizou-se uma amostra de sangue previamente testada e
como controle negativo uma amostra contendo somente o mix.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador (Peltier Effect
Cycling modelo PTC — 100, MJ Research, EUA) de acordo com as seguintes
condicbes: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de
desnaturagao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 2 minutos, com extensao final a 72°C por 8 minutos. Para o tecido e
para o plasma, a temperatura de anelamento foi alterada para 53°C e 50°C,
respectivamente.

Para verificacdo da presenca do DNA humano foi feita a analise por
meio da eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao 1x TBE (Fonte
Eletroforética - Amersham Pharmacia Biotech modelo EP3501, Suécia),
durante 75 minutos a 100 volts. A visualizacdo apods coloragao com brometo de
etideo foi feita com o auxilio de luz ultravioleta e a documentagao fotografica
com o sistema Kodak Digital Science 1D.

Todas as amostras confirmaram a presenca e integridade do DNA
genbmico, e em seguida foram submetidas a pesquisa do gene do HPV por
meio da PCR em duas etapas (nPCR) com oligonucleotideos iniciadores para o

DNA do HPV. Todas as amostras foram testadas em duplicata.

nPCR para amplificagao do HPV
Para deteccdo do HPV, foram utilizados os pares de primers MY09/11

em combinagao com os pares GP5/6+ da Invitrogen Life Technologies®, Brasil,

16-17, 20

resultando em um fragmento de 140 pares de bases , € permitem a
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deteccao de uma série de tipos de HPV, entre eles o HPV-6, -11, -16, -18, -31
e -33%.

Os componentes do mix para a primeira etapa da PCR foram: 10,7 nul de
agua ultrapura; 2,5 ul de tampao de PCR 10X (200 mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50
mM de KCI); 2 pl de MgCl, 50 mM; 1,5 pl de mistura 10mM dNTPs
(deoxyribonucleoside 5’-triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP — GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA); 1,5U de Taq polimerase (5U/ul) e 1,5 yl de
cada oligonucleotideo iniciador (5 uM). Em capela de fluxo-laminar, foram
adicionados 5 ul de DNA genémico de cada amostra. Como controle positivo
para infecgdo por HPV, foi utilizada uma amostra de HelLa, uma linhagem de
células de carcinoma cervical uterino com até 4 cépias de HPV-18 por célula. O
controle negativo foi composto por mistura de amplificagéo e agua ultrapura.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador de acordo com as
seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 94°C por 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 40 segundos, com extensao final a 72°C por 4 minutos.

Os componentes e as condigées de ciclagem utilizados na segunda
etapa foram semelhantes aos da primeira etapa, com diferenga na quantidade
de agua e de MgCl, 50mM, onde foram utilizados 11,2 ul e 1,5 upl,
respectivamente, com temperatura de anelamento de 43°C.

Os produtos da nPCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% durante 2,5 horas com voltagem constante de 100 volts. A
evidenciagdo das bandas foi realizada em solugcado de nitrato de prata e a

documentacao fotografica com auxilio do sistema Kodak Digital Science 1D.
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Esse processo foi repetido para cada amostra (plasma, saliva, células

exfoliadas, tecido). Todas as amostras foram testadas em duplicata.

Analise dos dados

Foram aplicados os testes de Qui-Quadrado e Exato de Fisher para
comparagao entre os grupos de estudo e controle para cada tipo de material. O
teste 2 a 2 foi utilizado para a comparacido dos resultados entre as diferentes
fontes de materiais.

Realizou-se a regressao logistica para andlise das variaveis: sexo,
idade, localizacao da lesao, tabaco, alcool, presenca e auséncia do HPV.

O teste de proporcao foi aplicado para avaliagdo da coincidéncia de
amostras positivas no tecido epitelial com as demais fontes (plasma, citobrush

e saliva) no grupo de estudo e controle.
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4. RESULTADOS

Um total de 32 pacientes com leucoplasia (grupo de estudo) e 24
pacientes controle (grupo controle) foram incluidos no estudo, pareados por
sexo e por idade, com diferenga de até 5 anos.

A idade média dos pacientes que constituiram o grupo caso (ou
experimental) foi de 56,5 anos (25-74; desvio padrdao de 10,8) e a relagéo
masculino-feminino foi de 2,1:1. No grupo controle, a idade média foi de 55,21
anos (26-69; desvio padréao de 11,6), a relagdo masculino-feminino foi de 1,4:1.
(figuras 1 e 2)

Figura 1: Grafico evidenciando o numero de pacientes com mais e

menos de 45 anos nos grupos com e sem leucoplasia.
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Figura 2: Grafico evidenciando o numero de pacientes do sexo feminino

e masculino nos grupos com e sem leucoplasia.

SEXO

feminino

M controle

M caso
masculino

A area mais afetada pelas lesdes de leucoplasia foi a regido de mucosa
jugal (28,13%) seguida pelo assoalho bucal (18,75%), semimucosa labial
(18,75%), lingua (15,63%), rebordo gengival (15,63%) e regido de palato duro
(3,13%). (figura 3)

Figura 3: Grafico evidenciando as regides afetadas pelas lesdes de

leucoplasia bucal.

Grupo de estudo - Leucoplasia
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Nos pacientes do grupo controle as areas onde foram removidos os
fragmentos de tecido foram: mucosa jugal (41,7%), rebordo alveolar (37,5%),
lingua (16,7%) e mucosa labial (4,2%). (figura 4)

Figura 4: Grafico evidenciando as regibes afetadas pelas lesdes

reacionais.

Grupo controle

Quanto aos habitos, 90,63% dos pacientes com leucoplasia usavam
tabaco e 50% eram etilistas. No grupo controle, 54,2% dos pacientes eram
fumantes e 29,2% bebiam.

A presengca do HPV foi detectada em 68,75% (22/32) e em 45,8%
(11/24) das amostras de tecido fresco no grupo de estudo e controle,
respectivamente (p=0,334). Nas amostras de plasma, 50% (16/32) do grupo de
estudo e 54,2% (13/24) do controle foram positivas para o HPV (p=0,723). Nas
amostras de citobrush, o HPV foi encontrado em 28,1% (9/32) e 45,8% (11/24)

das amostras do grupo de estudo e controle (p=0,411). Quanto a saliva, 62,5%
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(20/32) e 50% (12/24) das amostras do grupo de estudo e controle foram
positivas para o HPV (p=0,925). (tabela 1)
Tabela 1: Analise da presenga e auséncia do HPV entre os grupos com

e sem leucoplasia bucal

ANALISE CASO-CONTROLE
HPV + (%) HPV - (%) p*
ciToBrUsH  CASO (n=32) 9(28,1) 23(71,9)
CONTROLE
(n=24) 11 (45,8) 13(54,2)  0,4114
tEcipo  CASO(n=32) 22 (68,8) 10 (31,3)
CONTROLE
(n=24) 11 (45,8) 13(54,2)  0,3348
plasma  CASO (n=32) 16 (50,0) 16 (50,0)
CONTROLE
(n=24) 13 (54,2) 11(45,8)  0,7231
caLlya  CASO(n=32) 20 (62,5) 12 (37,5)
CONTROLE
(n=24) 12 (50,0) 12(50,0)  0,9259
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Na analise da positividade do HPV entre os diferentes tipos de materiais
encontrou-se um valor significativo para as variaveis tecido versus plasma (p=
0,0269) e plasma versus citobrush (0,0493). (tabela 2)

Tabela 2: Comparagdo 2 a 2 entre as amostras do grupo com

leucoplasia bucal.

COMPARACAO ENTRE OS MATERIAIS

VARIAVEIS P*VALOR
TECIDO X SALIVA 0.5726
TECIDO X PLASMA 0.0269**
TECIDO X CITOBRUSH 0.1317
CITOBRUSH X PLASMA 0.0493**
CITOBRUSH X SALIVA 0.0598
PLASMA X SALIVA 0.4652

** estatisticamente significativo



Os cruzamentos entre a presenga e auséncia do HPV, tanto entre os
pacientes com leucoplasia bucal como entre os do grupo controle, ndo foram

estatisticamente significativos segundo as variaveis: sexo, idade, tabagismo,

etilismo e grau de displasia. (tabelas 3 e 4)

Tabela 3: Correlacao entre a presenca do HPV nos diferentes tecidos

com as variaveis clinica e os fatores de risco dos pacientes com leucoplasia

38

bucal.
Variaveis clinico- patoldgicas - Pacientes com Leucoplasia
VARIAVEIS PA(?_E;T)ES TECIDO PLASMA CITOBRUSH SALIVA
HPV HPV HPV HPV
n (%) + - p* + - p* - p* + - p*
SEXO
i 13 8
Masculino 21 (65,6) 0,248 10 11 0,709 15 0,637 14 7 0,501
Feminino 11 (34,4) 9 2 6 5 8 6 5
IDADE
19 8
> 45 27 (84,4) 0,645 14 13 0,626 19 0,660 17 10 0,899
<45 5 (15,6) 3 2 2 3 4 3 2
TABACO
i 19 10 15
Tabagista 29 (91,6) 0,219 14 0,544 21 0,642 18 11 0,689
N3o tabagista 3(9,4) 3 0 2 1 2 2 1
ALcooL
ili 5 11 8
Etilista 16 (50) 0,647 8 0,637 13 0,216 8 8 0,136
Abstémico 16 (50) 1 5 8 8 10 12
DISPLASIA
com displasia 6 (18,75) 3 3 0,271 2 4 0,365 3 0,186 4 2 0,815
sem displasia 26 (81,3) 19 7 14 12 20 16 10
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Tabela 4: Correlacao entre a presenca do HPV nos diferentes tecidos

com as variaveis clinico patolégicas e os fatores de risco dos pacientes sem

leucoplasia bucal.

Variaveis clinico-patoldgicas - Pacientes controle

VARIAVEIS PA(f"_E;SES TECIDO PLASMA CITOBRUSH SALIVA
HPV HPV HPV HPV
n (%) + - p* + - p* + - p* + - p*
SEXO
; 14(583) 6 8 7 5 9 7 7
Masculino (58,3) 0,729 0,627 0,239 0,659
Feminino 10(417) 5 5 6 4 6 4 5 5§
IDADE
>a5 19(792) 9 10 1 8 10 9 10
0,768 0,474 0,768 0,615
<5 5(208) 3 2 3 2
TABACO
: 13(542) 7 6 6 6 7 5 8
Tabagista (54.2) 0,391 0,391 0,972 0,219
N3o tabagista 11(458) 4 7 7 4 5 6 7
ALcoolL
i 7(292) 3 4 4 3 3 4 3 4
Etilista 0,851 0,851 0,851 0,653
Abstémico 17(70,8) 8 8 8 9 9 8
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A analise das amostras positivas no tecido que coincidia com as
amostras positivas das demais fontes mostrou diferenga estatisticamente
significante entre o grupo de estudo e controle nas amostras de plasma
(p=0,006). As demais fontes ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significante. (tabela 5)

Tabela 5: Analise das amostras positivas no tecido que coincidiram nas

demais fontes.

Teste de Proporgao
N DE N AMOSTRAS +
COINCIDENTES  PROPORCAO
AMOSTRAS + NO TECIDO -
C
PLASMA aso 16 14 87,5 0.006%*
Controle 13 4 30,8
Caso 70
SALIVA 20 14 0,227
Controle 12 5 41,7
Caso
CITOBRUSH 9 8 88,9 0,239
Controle 11 6 54,5

** estatisticamente significativo

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando resultado da
amplificagdo da B-globina (110pb) evidenciando amostras positivas em parte

das amostras de pacientes com leucoplasia bucal (grupo A).

PM A03 A04 AD5 AO6 AO7 AO8 A0S A10 A1l CP  NO
80ph TC ‘TG ‘Tc T¢ qc Tc ‘T¢ TIE TIC

*PM = peso molecular de 50pb; CP = controle positivo (DNA extraido de sangue humano); NO =

controle (sem DNA); TC= tecido.
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Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado
da amplificacdo do HPV (140 pb) por nPCR em parte das amostras dos
pacientes com e sem leucoplasia bucal.

A38 A39  BO6 B07 BO8 B09 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16 B17 B18 B19  B20 CP NO
ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST ST

—
o

140pb WP

*PM = peso molecular de 50pb; CP = controle positivo (DNA extraido de HelLa); NO = controle
negativo (sem DNA). ST = saliva; A38= grupo estudado seguido pelo numero da amostra;
grupo A= pacientes com leucoplasia bucal; grupo B= pacientes controle. Amostras positivas em

vermelho.



42

Discussao
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5. DISCUSSAO

Com relagdo a taxa de deteccdo do HPV nos tecidos de leucoplasia
bucal, 68,75% das amostras desse estudo foram positivas, dados superiores

aos de Yang et. al.* e de Ostwald et. al.?*

, que apresentaram 22,8% e 22,2% de
amostras positivas para o HPV, respectivamente. Essas diferengas na taxa de
deteccao podem ser atribuidas ao tipo de tecido utilizado, uma vez que o tecido
parafinado apresenta uma maior taxa de degradacdo de DNA, devido a sua
fixacdo em formalina, o que pode dificultar a detec¢cao do virus. No entanto,
Kristoffersen et al.?® apresentaram dados semelhantes aos dessa pesquisa,
com 64% de amostras positivas utilizando o material parafinado, o que se leva
a crer que outros fatores estdo envolvidos. Outro fator que pode justificar a
diferenga nas taxas de detecgao do virus é o tamanho do fragmento e a regiao
amplificada. No presente estudo, foram utilizados primers especificos para a
regiao L1 do virus, que amplificam um fragmento de 140pb e apresenta uma
alta sensibilidade para a deteccdo do virus, o mesmo utilizado em outros
estudos® 2> ¢,

Com relagéo a presenca do HPV no plasma, essa pesquisa obteve 50%

de amostras positivas, dados superiores aos de Capone et al?’, com 17% de

amostras positivas para o HPV no plasma de pacientes com carcinoma de

|.28 |.29

cabeca e pescog¢o. Gnanamony et al." e Cao et al.”” analisando pacientes
HPV positivos nos tecidos, obtiveram 56,4% e 65% de sucesso na deteccao
do virus no plasma, dados inferiores aos desse estudo. Comparando-se as
amostras positivas no plasma com as positivas no tecido epitelial, foram

observados resultados significantemente maiores no grupo com leucoplasia
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bucal com 87,5% de amostras coincidentes, quando comparados com 30,8%
de amostras coincidentes no grupo controle. Acredita-se que o DNA do virus
presente no plasma e tecido concomitantemente, indica a presenga do virus
ativo, oriundo de células infectadas que se desprenderam e atingiram a
corrente sanguinea; enquanto a presenga apenas no plasma, com auséncia do
DNA do virus no tecido da lesdo, pode significar apenas uma contaminagao e
ndo uma infecgdo propriamente instalada?’. Outra hipdtese seria que a
presenca de infeccdo bacteriana ou inflamacgao facilita a permanéncia do virus
na circulacdo sanguinea®, uma vez que o estudo de Ma et al.*" mostrou que
bactérias podem formar uma fonte de permanéncia do HPV, o que poderia
explicar a presenga do HPV no plasma na auséncia de lesdes ativas.

1.32 analisando amostras de DNA de cérvix e saliva

Adamopoulou et a
encontraram a presenga do HPV em 58,6% das amostras de saliva. Kulkarni et
al.*® avaliaram dois grupos: a saliva de pacientes com CEC e o controle. Logo,
encontraram 70,6% e 60,4% das amostras positivas para o grupo de CEC e
controle, respectivamente. Esses dados sao semelhantes aos do presente
estudo, onde 62,5% das amostras de saliva dos pacientes com leucoplasia
bucal e 50% dos controles foram positivas para o DNA do HPV. A presenga do
HPV na saliva nao significa necessariamente a integracédo do virus nas células
no hospedeiro, uma vez que o virus pode se encontrar na forma epissomal,
ndo se integrando ao DNA da célula®, fato observado na presente pesquisa
em que 75% de todas as amostras positivas na saliva também foram positivas
no tecido do grupo com leucoplasia bucal. Por outro lado, no grupo controle

40,7% das amostras positivas na saliva também estavam presentes no tecido.

Considerando esses resultados, uma possibilidade € que o virus detectado
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apenas na saliva se trata da forma circulante do mesmo e nao
necessariamente uma infeccdo estabelecida. A saliva pode ser um meio
eficiente para a detecgdo do virus, logo se cré que para um adequado
diagndstico seria necessaria a comparagéo da presenga do virus também em
outros meios, como a inclusao viral no tecido epitelial, analisada por meio de
fragmentos de biopsias.

1" obtiveram uma

Quanto a coleta de células esfoliadas, Campisi et a
menor taxa de detecc¢do do virus em leucoplasias bucais (17,6%) comparada a
esse estudo, por outro lado Mathew et al.” e Szarka et al'® obtiveram uma alta
taxa de deteccao do virus, entre 40 e 50% das amostras. No entanto, em todos
esses estudos a prevaléncia do HPV no grupo de pacientes com lesao foi
significantemente maior do que nos grupos controle. Esses dados diferem dos
da presente pesquisa, onde a prevaléncia do virus no grupo controle foi maior
do que no grupo com lesdo (28,1% e 45,8% no grupo de estudo e controle,
respectivamente), apesar de nao ser estatisticamente significante. A
comparagao da inclusdo viral presente simultaneamente nos tecidos e células
esfoliadas mostrou que 88,9% e 54,5% do grupo de estudo e controle,
respectivamente, estavam presentes em ambos os materiais bioldgicos.

A presenca do virus no grupo controle pode se tratar de uma infecgao
transitéria do virus no organismo, podendo ser eliminado posteriormente; uma
vez que na maioria dos casos a inclusdo viral no tecido epitelial nao foi
coincidente com a encontrada nas demais fontes.

Nesse estudo ndo se encontrou diferenca estatistica entre a presenca do

HPV e as variaveis (sexo, idade, localizagdo anatémica da lesao, consumo de

tabaco e alcool, presenca/ auséncia de displasia), dado semelhante a outros
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estudos; onde nao houve diferenca estatistica para essas variaveis e a
presenca do HPV em leucoplasias bucais* 2% 3°, Acredita-se que no grupo de
pacientes com leucoplasia bucal a idade nao interfere no status do HPV,
diferentemente do grupo de pacientes com CEC de cabega e pescogo, onde
tem sido relatada uma maior incidéncia da infeccdo pelo HPV em pacientes
jovens, principalmente devido aos habitos sexuais®™’.

O papel do tabaco na evolugado da infeccdo pelo HPV na cavidade oral
permanece controverso, no entanto a maioria dos estudos n&o apresenta
diferenca estatisticamente significante entre a presenca do HPV e o tabaco''2.
Os resultados da presente pesquisa mostram que a maioria dos pacientes
fumou cronicamente em algum momento de sua vida, fato esperado nos

pacientes com leucoplasia. Apesar de Esquenazi et al.>®

citarem que o tabaco
exerce um efeito preventivo na infecgdo oral e de orofaringe pelo HPV, uma
vez que devido ao aumento da queratinizagdo a mucosa se tornaria menos
suscetivel ao trauma e infeccdo pelo HPV, concorda-se com Mathew et al.™
que afirmam que para o desenvolvimento de lesdes clinicas, como o CEC oral
ou a leucoplasia bucal , muitos outros fatores, além do HPV, contribuem para
a formacao das lesdes, como o tabaco e o alcool.

Um acompanhamento das lesées HPV- positivas € recomendado, pois
houve uma correlagdo da presengca do virus no plasma e no tecido nos
pacientes com leucoplasia bucal, e o numero absoluto de infeccao pelo HPV foi
encontrado em maior numero no grupo de estudo.

Apesar de nao haver diferenca estatistica o numero de infec¢des pelo

HPV no grupo de estudo foi maior, em numeros absolutos, do que a infecgao

encontrada no grupo controle, o que sugere o envolvimento do HPV nas lesdes
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de leucoplasia bucal. A realizacdo de novos estudos com um maior numero de
pacientes incluidos, tanto no grupo de estudo como grupo controle, e com o
pareamento dos pacientes por habitos, sexo e idade, pode ajudar a esclarecer

de melhor forma o envolvimento do HPV na etiologia das leucoplasias bucais.
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Conclusao
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6. CONCLUSAO

Baseado em nossos resultados concluimos que o HPV pode ser um
importante co-fator etiologico na patogénese da leucoplasia oral, sendo
detectado em maior frequéncia nos tecidos frescos em comparagido com
plasma, saliva e células exfoliadas. O plasma também constitui uma importante
fonte de deteccdo do virus uma vez que foi o material que obteve maior

numero de infecgdes coincidentes com o tecido.
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ANEXO B - Normas da International Journal of Oral and Maxillofacial

Surgery.

Guide for Authors
Would authors please note that the reference style for the journal has now
changed. Please pay special attention to the guidelines under the heading

"References" below

Authors wishing to submit their work to the journal are urged to read this
detailed guide for authors and comply with all the requirements, particularly
those relating to manuscript length and format. This will speed up the reviewing

process and reduce the time taken to publish a paper following acceptance.

Online Submission

Submission and peer-review of all papers is now conducted entirely online,
increasing efficiency for editors, authors, and reviewers, and enhancing
publication speed. Authors requiring further information on online submission
are strongly encouraged to view the system, including a tutorial,
at http://ees.elsevier.com/ijoms. A comprehensive Author Support service is
available to answer additional enquiries at authorsupport@elsevier.com. Once a
paper has been submitted, all subsequent correspondence between the
Editorial Office (ijjoms@elsevier.com) and the corresponding author will be by e-

mail.
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Patient confidentiality

Patients have a right to privacy. Therefore identifying information, including
patients' images, names, initials, or hospital numbers, should not be included in
videos, recordings, written descriptions, photographs, and pedigrees unless the
information is essential for scientific purposes and you have obtained written
informed consent for publication in print and electronic form from the patient (or
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request. Even where consent has been given, identifying details should be
omitted if they are not essential. If identifying characteristics are altered to
protect anonymity, such as in genetic pedigrees, authors should provide
assurance that alterations do not distort scientific meaning and editors should
so note. If consent for publication has not been obtained, personal details of
patients included in any part of the paper and in any supplementary materials

(including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Language Editing Services
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require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission should visit
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing or
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For more information please refer to our Terms and
Conditions http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws _home/termsc

onditions.

Article Types

The following contributions will be accepted for publication. Please take careful
note of the maximum length where applicable. Overlength articles will be
returned to the authors without peer review:

editorials (commissioned by the editor)

«clinical papers: no more than 5000 words and 30 references

sresearch papers: no more than 6000 words and 40 references

sreview papers - no limit on length or number of references

technical notes (surgical techniques, new instruments, technical innovations) -
no more than 2000 words, 10 references and 4 figures

ecase reports - no more than 2000 words, 10 references and 2 figures
*book reviews

*letters to the editor - please see detailed guidelines provided at the end of the
main guide for authors

* IAOMS announcements

- general announcements.

Please note: Case reports will be considered for publication only if they add new
information to the existing body of knowledge or present new points of view on

known diseases.
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All authors must have contributed to the paper, not necessarily the patient
treatment. Technical notes and case reports are limited to a maximum of 4

authors, in exceptional circumstances, 5.

Criteria for Publication

Papers that will be considered for publication should be:

focused

*based on a sound hypothesis and an adequate investigation method analyzing
a statistically relevant series, leading to relevant results that back the conclusion
swell written in simple, scientific English grammar and style

*presented with a clear message and containing new information that is relevant
for the readership of the journal

*Note the comment above relating to case reports.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper
within 3 months; in exceptional circumstances, this timeline may be extended

at the editor's discretion.

Presentation of Manuscripts

General points

Papers should be submitted in journal style. Failure to do so will result in the
paper being immediately returned to the author and may lead to significant
delays in publication. Spelling may follow British or American usage, but not a
mixture of the two. Papers should be double-spaced with a margin of at least 3

cm all round.
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Format

Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate
page:

«title page

*abstract

text

sacknowledgements

sreferences

tables

scaptions to illustrations.

Please note that the qualifications of the authors will not be included in the

published paper and should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page

The title page should give the following information:

stitle of the article

+full name of each author

*name and address of the department or institution to which the work should be
attributed

*name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author
responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be
sent

*sources of support in the form of grants

*key words
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If the title is longer than 40 characters (including spaces), a short title should be

supplied for use in the running heads.

Abstract
200 words maximum. Do not use subheadings or abbreviations; write as a
continuous paragraph. Must contain all relevant information, including results

and conclusion.

Text

Please ensure that the text of your paper conforms to the following structure:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion. There is no separate
Conclusion section. There should be no mention of the institution where the

work was carried out, especially in the Materials and Methods section.

Introduction

*Present first the nature and scope of the problem investigated

*Review briefly the pertinent literature

«State the rationale for the study

*Explain the purpose in writing the paper

«State the method of investigation and the reasons for the choice of a particular
method

*Should be written in the present tense

Materials and Methods

*Give the full details, limit references



70

*Should be written in the past tense

Include exact technical specifications, quantities and generic names
+Limit the number of subheadings, and use the same in the results section
*Mention statistical method

*Do not include results in this section

Results

* Do not describe methods

* Present results in the past tense

* Present representations rather than endlessly repetitive data

» Use tables where appropriate, and do not repeat information in the text

Discussion

* Discuss - do not recapitulate results ¢ Point out exceptions and lack of
correlations. Do not try to cover up or 'fudge’ data

» Show how results agree/contrast with previous work

* Discuss the implications of your findings

« State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the
nature of the paper. They should be kept to a minimum and may be removed by
the Editors. Normally only two categories of headings should be used: major
ones should be typed in capital letters; minor ones should be typed in lower

case (with an initial capital letter) at the left hand margin.
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Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state
the test or other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical
value obtained, degrees of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA,
F=2.34; df=3,46; P<0.001). If a computer data analysis was involved, the
software package should be mentioned. Descriptive statistics may be presented

in the form of a table, or included in the text.

Abbreviations, symbols, and nomenclature: Only standardized terms, which
have been generally accepted, should be used. Unfamiliar abbreviations must
be defined when first used. For further details concerning abbreviations, see
Baron DN, ed. Units, symbols, and abbreviations. A guide for biological and
medical editors and authors, London, Royal Society of Medicine, 1988
(available from The Royal Society of Medicine Services, 1 Wimpole Street,
London W1M 8AE, UK). The minus sign should be if a special designation for
teeth is used, a note should explain the symbols. Scientific names of organisms
should be binomials, the generic name only with a capital, and should be
italicised in the typescript. Microorganisms should be named according to the
latest edition of the Manual of Clinical Microbiology, American Society of

Microbiology.

Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs
used may be named in the Acknowledgments section. Do not use 'he', 'his' etc
where the sex of the person is unknown; say 'the patient' etc. Avoid inelegant
alternatives such as 'he/she'. Patients should not be automatically designated

as 'she', and doctors as 'he'.



72

References

The journal's reference style has changed. References should be numbered
consecutively throughout the article, beginning with 1 for the first-cited
reference. References should be listed at the end of the paper in the order in
which they appear in the text (not listed alphabetically by author and numbered
as previously).

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the
text should be numbered with superscript numerals inside punctuation: for
example "Kenneth and Cohen™ showed..."; "each technique has advantages
and disadvantages®'®." Citations in the text to papers with more than two
authors should give the name of the first author followed by "et al."; for example:
"Wang et al*” identified..."

All references cited in the text must be included in the list of references at the
end of the paper. Each reference listed must include the names of all authors.
Please see section "Article Types" for guidance on the maximum number of
reference for each type of article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus
(see www.nlm.nih.gov.uk). When citing papers from monographs and books,
give the author, title of chapter, editor of book, title of book, publisher, place and
year of publication, first and last page numbers. Internet pages and online
resources may be included within the text and should state as a minimum the
author(s), title and full URL. The date of access should be supplied and all

URLs should be checked again at proof stage.
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Examples:

Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in
outpatient oral surgery. J Oral Surg 1971: 29: 472-476. When citing a paper
which has a Digital Object Identifier (DOI), use the following style: Toschka H,
Feifel H. Aesthetic and functional results of harvesting radial forearm flap. Int J
Oral Maxillofac Surg 2001: 30: 45-51. doi: 10.1054/ijom.2000.0005
Book/monograph: Costich ER, White RP. Fundamentals of oral surgery.
Philadelphia: WB Saunders, 1971: 201-220. Book chapter: Hodge HC, Smith
FA. Biological properties of inorganic fluorides. In: Simons JH, ed.: Fluorine
chemistry. New York: Academic Press, 1965: 135. Internet resource:
International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for
manuscripts submitted to biomedical journals.

http://www.icmje.org [Accessibility verified March 21, 2008]

Tables

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in
the form of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered
consecutively with Arabic numerals. They should be double spaced on separate
pages and contain only horizontal rules. Do not submit tables as photographs. A
short descriptive title should appear above each table, with any footnotes
suitably identified below. Care must be taken to ensure that all units are
included. Ensure that each table is cited in the text.

Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be

figures, and should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each
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figure should have a caption, typed double-spaced on a separate page and
numbered correspondingly. The minimum resolution for electronically

generated figures is 300 dpi.

Line illustrations: All line illustrations should present a crisp black image on an
even white background (127 x 178 mm (5 x 7 in), or no larger than 203 x 254
mm (8 x 10 in). The size of the lettering should be appropriate, taking into

account the necessary size reduction.

Photographs and radiographs: Photomicrographs should show magnification
and details of any staining techniques used. The area(s) of interest must be

clearly indicated with arrows or other symbols.

Color images are encouraged, but the decision whether an illustration is
accepted for reproduction in color in the printed journal lies with the editor-in-
chief. Figures supplied in color will appear in color in the online version of the

journal.

Size of photographs: The final size of photographs will be: (a) single column
width (63 mm), (b) double column width (110 mm), (c) full page width (170 mm).
Photographs should ideally be submitted at the final reproduction size based on

the above figures.
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Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
who publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please

visit http://www.elsevier.com/fundingbodies

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author, which they are requested to correct and return within 48
hours. Elsevier now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will
need to download Adobe Reader version 7 available free
from http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on
how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system
requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do
not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please
list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible,
then mark the corrections and any other comments (including replies to the
Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages
and e-mail, or by post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article
as accepted for publication will only be considered at this stage with permission

from the Editor. We will do everything possible to get your article published
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quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your
corrections are sent back to us in one communication: please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may

proceed with the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding authorwill be provided , at no cost, with a PDF file of the
article via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article
and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer
outlining the terms and conditions of use. Additional paper offprints can be
ordered by the authors. An order form with prices will be sent to the

corresponding author.

Accepted Articles

For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of
when an article's status has changed, visit:
http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html. There are also detailed artwork
guidelines, copyright information, frequently asked questions and more. Contact
details for questions arising after acceptance of an article, especially those
related to proofs, are provided after registration of an article for publication.
Instructions for Letters to the Editor

The IJOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the
highest quality of Letters to the Editor, the following guidelines should be

followed:
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1. Letters are meant to be focus pieces and, therefore, are limited to no more
than 600 words, 6 references and a maximum of 2 figures. One reference
should include a reference to the IJOMS article being addressed.
2. It is recommended that you limit your letter to one or two important and
critical points to which you wish to provide a clear and precise discussion
regarding the previously published article.

3. One should support all assertion by peer review literature which should be a
primary research or large clinical studies rather than a case report.
4. Please include any financial disclosures at the end of the letter. This would
include the potential conflicts of interest not just related to the specific content of
your letter but also the content of the I[JOMS article and other related areas.
5. Please recognize that letters that are essentially in agreement with the
author's findings and offer no additional insights provide little new information
for publication. Likewise, letters that highlight the writer's own research or are
otherwise self promotional will receive a low publication priority.
6. There may be a need for additional editing. Should editing be required the
letter will be sent back to the author for final approval of the edited version.
7. It is important to use civil and professional discourse. It is not advisable that
one adopt a tone that may be misconstrued to be in anyway insulting.
8. Finally, it is not advisable to provide a letter that is anecdotal. While personal
experiences can have great value in patient care, it is generally not strong

evidence to be placed in a letter to the editor



