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Demathé A. Deteccéo de papilomavirus humano (HPV) em material biolégico de
pacientes com carcinoma epidermoide de orofaringe. [tese]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2011.

Resumo

O papilomavirus humano (HPV) tem sido relacionado com a etiologia dos
carcinomas epiderméides de cabeca e pesco¢o, em andlise de tecidos cerca de
60% destes carcinomas podem ser HPV positivos. O objetivo deste trabalho foi
analisar a presenca do HPV em material genético obtidos de tecidos, secrecdo
salivar e sangue de pacientes portadores de carcinoma epidermdide (CEC) de
orofaringe e controles e a correlagcdo da presenca viral com as variaveis sexo,
idade, tabagismo, etilismo e perfil anatomopatologico do tumor. Foi realizada uma
analise do material genético de 46 pacientes com diagnostico de CEC de
orofaringe e 40 pacientes sem carcinoma. A extracdo do DNA dos espécimes foi
realizada utilizando o kit de extracdo de DNA QuiAMP. O DNA isolado foi
submetido a PCR para beta-globina para confirmar a presenca e integridade do
DNA, em seguida, foram realizadas novas reacfes para deteccdo do DNA do
HPV. Para andlise estatistica foram empregados o teste Qui-quadrado e teste
exato de Fisher. A idade média de idade foi de 60 anos para os casos e 58,2
anos para os controles e a mediana foi de 59 e 56 anos, respectivamente. Os
resultados obtidos com a metodologia descrita permitiram concluir que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas na andlise das variaveis em relacéo a
presenca do papilomavirus humano nas amostras de tecidos biologicos dos
pacientes estudados.

Palavras-chave: Carcinoma epiderméide. Papillomaviridae. Reacdo em cadeia
da polimerase.



Demathé A. Human papillomavirus (HPV) detection in biological tissues of
patiens with oropharyngeal squamous cell carcinoma [thesis]. Aracatuba: UNESP

— Sao Paulo State University; 2011.

Abstract

Human papillomavirus (HPV) it has been related with head and neck SCC
etiology, about 60% of these carcinomas tissues can be HPV positive. The aim of
this study was to analyze the HPV presence in genetic material obtained from
tissues, salivary secretion and blood of oropharyngeal SCC patients and controls
and correlate the virus presence with variables: sex, age, smoking, alcoholism and
pathological profile of the tumours.It was made molecular and statistical analysis
of genetic material of 46 oral and oropharyngeal SCC patients and 40 controls
patients without carcinoma. The DNA extraction of all specimens was
accomplished using the DNA extraction kit QUIAMP. The isolated DNA was
submitted PCR for beta-globin to confirm the DNA presence and integrity, after
new reactions it was accomplished for HPV DNA detection. Chi-square test and
Fisher exact test were used for statistical analysis. The average age was 60 years
for cases and 58.2 years for controls and the median age was 59 and 56 years
respectively. The results obtained with the described methodology shows there
was no statistically significant differences between HPV presence in samples of
biological tissues and the analyzed variables.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Papillomaviridae. Polimerase chain
reaction.
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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

HelLa - linhagem de células de carcinoma cervical uterino com até 4
copias de HPV-18 por célula

CP - Controle Positivo

NO - Amostra contendo mistura de componentes e auséncia de DNA
PM - Peso Molecular

INCA - Instituto Nacional do Cancer

IARC - do inglés International Agency for Research on Cancer

COB - Centro de Oncologia Bucal

FOA-UNESP - Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba —
UNESP

dNTP - do inglés Deoxyribonucleotide Triphosphate

pb - pares de base

CDC - do inglés Center of Disease Control

TNM - Sistema de Classificacado de tumores malignos

PBS - doinglés Phosphate Buffered Saline
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos 15 anos o papilomavirus humano (HPV) foi a principal causa
do cancer de colo de utero e sua etiologia atualmente tem sido relacionada com
carcinomas epidermoéides de cabeca e pescoco,' em especial os carcinomas de
orofaringe.?

O papilomavirus humano é um virus circular, ndo envelopado, com
aproximadamente 7,9 kD que infecta células escamosas do epitélio. O HPV
infecta a camada basal do epitélio através de rupturas na superficie epitelial se
mantendo no nucleo das células basais. As infec¢bes por HPV frequentemente se
apresentam clinicamente como verrugas ou papilomas. Cerca de 120 subtipos de
HPV ja foram identificados e eles se dividem em HPV’s de alto e baixo risco de
acordo com sua propensdo a causar neoplasias. Os HPV’s de baixo risco estédo
associados a verrugas benignas enquanto que o0s subtipos de alto risco estao
associados com displasia e carcinomas invasivos. > Na cavidade oral os subtipos
de baixo risco mais comuns sédo os HPV’s 11, 36 e 42 enquanto que 0s subtipos
de alto risco mais comuns s&o o HPV 16, 18 e 31.*

Cerca de 90% das infeccbes pelo HPV’'s associados aos carcinomas
epiderméides de cabeca e pescoco sdo causadas pelo HPV16. ' O HPV,
principalmente os tipos 16 e 18, tem um papel direto na carcinogénese
codificando oncoproteinas, as quais sdo capazes de promover a transformacao
celular por alterar a regulacdo do ciclo celular, o sistema telomero/telomerase, a
apoptose e outros sinalizadores celulares .?

A deteccdo de anticorpos para as proteinas L1, E6 e E7 do HPV realizada
em um estudo caso-controle com 1670 pacientes portadores de carcinoma
epidermoide de cabeca e pescoco e 1732 controles demonstrou que a presenca
destes anticorpos estava associada a um risco trés vezes maior para carcinomas
orais e nove vezes maiores para carcinomas de orofaringe.”

Cerca de 30% dos carcinomas epidermoéides de orofaringe podem ser
associados com a presenca do HPV.? Em uma revisdo sistematica sobre
deteccdo de HPV de 5.046 biopsias de casos de carcinomas epidermoides (2.642

casos da cavidade oral, 969 casos de orofaringe e 1.435 casos de laringe), a

Normas do Periédico Journal American Dental Association - JADA
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maior prevaléncia de HPV positivo foi em carcinomas epidermoides de orofaringe
(35.6%), seguida pela laringe (24%) e orais (23.5%).*

O DNA do HPV tem sido isolado em materiais biolégicos como tecidos
parafinados e células exfoliadas da mucosa oral, estas obtidas através de
bochechos ou esfregacos .°

Em estudo de lesdes orais potencialmente malignas e lesdes malignas,
demonstrou-se que na comparacdo de deteccdo do DNA do HPV, este é mais
facilmente detectavel pela andlise de células exfoliadas do que pela analise de
espécimes de biopsia, com sensibilidade de 50% e especificidade de 100%,
através de Southern Blot.’

Testes salivares em pacientes que no pos tratamento se apresentam ainda
positivos para HPV podem ser bons marcadores de recorréncia do tumor.* O
papilomavirus humano também tem sido detectado no soro e plasma de pacientes
com carcinoma cervical HPV positivos, com taxas que variam de 7 a 48% ° e
também em soro de pacientes HIV/HPV positivos.” Na regido de cabeca e
pescoco o HPV foi detectado em 45,6% dos pacientes portadores de carcinoma
através da analise de secrecdo salivar.®

Dados de recentes estudos moleculares e epidemioldgicos sugerem
fortemente que carcinomas de orofaringe HPV positivos apresentam padrbes
clinicos, epidemioldgicos, patologicos e moleculares distintos provavelmente
associados a infeccao pelo HPV e que apresentam um melhor prognoéstico em
relacdo aos pacientes HPV negativos. 2

Recente revisdo sistemética sobre a presenca do HPV mostrou uma
prevaléncia de 38,1% em carcinomas orais e 24,1% em carcinomas de cabeca e
pescoco. Com relacdo ao método de deteccdo os estudos baseados em PCR
relatam uma taxa de prevaléncia maior (34,8% versus 32,9%) em relagdo a
hibridizacdo in situ.™® Pacientes HPV positivos com tumores tem melhores taxas
de respostas apds a quimioterapia (84% versus 57%) comparados aos pacientes
HPV negativos. Um seguimento de 39,1 meses em pacientes HPV positivos que
tiveram cancer mostrou um acréscimo de 33% na sobrevida.™

Diante das evidéncias apresentadas sabemos que o0s carcinomas

epidermdides de orofaringe relacionados ao HPV possuem uma evolug¢ao tumoral
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distinta e que diferencas no manejo clinico de tumores HPV positivos e negativos
representam o melhor argumento para se incrementar o uso da deteccao destes
virus.

Ha também outras indicacdes clinicas para este screening:

(1) definir melhor o prognaostico do paciente;

(2) otimizar a selecao do tratamento;

(3) educac&o do paciente.’

Devido a importancia do tema se torna necessario a proposicado de formas

de screening para detec¢édo do HPV em cavidade oral.



Proposicao
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi:

a presenca do papilomavirus humano (HPV) em tecidos
e sangue de pacientes

1. Analisar
obtidos de bidpsias, secrecao salivar
portadores de carcinoma epiderméide de orofaringe e de pacientes nao

portadores de carcinoma de cabeca e pescoco.



Material

e Método
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOA-UNESP), (Processo SISNEP
Numero: FOA 2008/00869) (Anexo A).

Este estudo baseou-se numa analise prospectiva de 46 pacientes
com diagnostico de carcinoma epidermoéide de orofaringe diagnosticados no
Centro de Oncologia Bucal (Unidade Auxiliar) da Faculdade de Odontologia do
Campus de Aragatuba — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— UNESP e 40 pacientes sem carcinoma, que se enquadraram nos critérios de

selecdo do estudo, no periodo de mar¢o de 2007 a fevereiro de 2011.

Critérios de selecao:

Os critérios para a inclusdo dos pacientes com carcinoma
epidermdide de orofaringe foram:
1. Pacientes portadores de carcinoma epidermoide de orofaringe com registro no
Centro de Oncologia Bucal (Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba
— UNESP) e confirmacéo diagnostica através de exame histoldgico;
2. Pacientes tratados com finalidade curativa.

Os critérios para incluséo dos controles foram:
1. Pacientes que necessitavam de procedimento cirdrgico oral (cunha distal ou
cirurgia pré-protética);

2. Pacientes tratados com finalidade curativa.
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3. Pacientes que possuiam 0s mesmos fatores de risco para o carcinoma (etilismo
e tabagismo) e pacientes sem nenhum destes vicios.
4. Pacientes com mais de 40 anos de idade.

5. Pacientes sem histérico de carcinoma de cabeca e pescoco.

Coleta de dados:

Através de formulario proprio foram coletadas informacdes
existentes nos prontuarios dos pacientes. Os dados utilizados para avaliacdo das
possiveis associacdes entre as variaveis foram obtidos dos prontuarios e
transcritos para uma ficha clinica individual (Anexo B).

Foram considerados tabagistas os individuos que fumaram
diariamente durante alguma época da vida, mesmo aqueles que abandonaram o
vicio. Os ndo-tabagistas foram aqueles que néo fizeram uso do fumo diariamente.
Foram considerados etilistas aqueles que consumiam no minimo um drink por dia
e nao etilistas os que ndo utilizavam alcool diariamente. *°

Foi realizada a classificacdo TNM e o grupamento por estadios de
acordo com as recomendacdes preconizadas pela Unido Internacional Contra o
Cancer (Anexo C).'®* O diagnéstico histopatolégico das pecas cirdrgicas foi
revisado por um uUnico patologista, utilizando para a graduacdo histologica a
classificacdo de Broders'’ (bem diferenciado, moderadamente diferenciado e

pouco diferenciado).
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Coleta de materiais bioldgicos:

Depois de selecionados os pacientes portadores de carcinoma de
boca e orofaringe que preenchiam os critérios de elegibilidade foram coletados
materiais biologicos para realizacéo dos procedimentos laboratoriais.

Para os pacientes com suspeita de carcinoma:

1. Foram solicitados exames pré-operatérios considerados necessarios para cada
caso. Na coleta de sangue foi separado 1 ml para sorologia do HPV.

2. Foram realizadas bidpsias ou exéreses de lesdbes e o material obtido foi
dividido em duas partes, uma parte seguiu para processamento histopatolégico de
rotina e outra parte foi congelada para posterior exame biomolecular de deteccéo
do HPV. N&o houve necessidade de se aumentar a amplitude do procedimento
cirdrgico visto que somente 25 miligramas de material s&o suficientes para
deteccdo do DNA. A remocdo do fragmento bucal para andlise molecular foi
realizada de forma a nado interferir na andlise microscépica das margens
cirargicas.

3. Foram realizados swabs da leséo, nos pacientes com carcinoma de orofaringe
e swabs da regido de orofaringe, bilateralmente, nos pacientes controle para
comparacdes com a sorologia e material obtido de pecas operatérias . Certificou-
se anteriormente que a pessoa submetida a coleta da amostra que o paciente
estava em jejum ha pelo menos 30 minutos. Procedeu-se a coleta das amostras
esfregando-se o swab firmemente contra cada mucosa 6 vezes. O swab foi
conservado em um tubo ependorf de 2 ml contendo 300 microlitros de PBS.
Solicitou-se que o paciente eliminasse saliva em um copo descartavel durante um

minuto e o material obtido foi conservado em tubos eppendorf de 2 ml. Estes dois
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materiais (swab e saliva) foram misturados em laboratério para compor a

secregao salivar que entédo foi analisada molecularmente.

Para os pacientes do grupo controle:
1. Foram selecionados 40 pacientes sem carcinoma que necessitavam de
cirurgias orais por outras causas (ver observagao).
2. Foram solicitados exames pré-operatorios considerados necessarios para
cada caso. Na coleta de sangue foi separado 1 ml para sorologia do HPV.
3. Foram realizados swabs da regido de orofaringe para comparacées com o
material obtido da cirurgia. Solicitou-se que o paciente eliminasse saliva em um
copo descartavel durante um minuto e o material obtido foi conservado em tubos
eppendorf de 2 ml. Estes dois materiais (swab e saliva) foram misturados em
laboratorio para compor a secrecdo salivar que entdo foi analisada

molecularmente.

Observacdo: os procedimentos cirdrgicos (cunha distal ou cirurgia pré-protética)
foram realizados independentemente da pesquisa, pois se configuram como

tratamento.

Extracdo de DNA de tecido parafinado
Devido a impossibilidade de obtencdo de materail congelado de
todos os pacientes optou-se pela padronizacdo de extracdo de DNA de tecido

parafinado.
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Foram coletados de seis a dez cortes histolégicos com 08
micrdmetros das pecas parafinadas até obter 25 mg de material, procedendo-se a
descontaminacdo do micrétomo com xilol e troca de luvas e laminas entre cada
exemplar. Apos a coleta, os cortes foram identificados, acondicionados em tubos
de polipropileno esterilizados de 1,5 ml e mantidos em temperatura ambiente até
0 momento da extragéo.

Para a realizacdo da extracdo do DNA, foram seguidos trés passos:
desparafinizacéo, digestao e purificagao.

A desparafinizacao foi realizada pela dissolucédo da parafina em xilol
e etanol, revertendo a embebicdo e desidratacdo dos tecidos processados. Aos
tubos foram adicionados 1200 ul de xilol (Synth®) e agitados por 15 segundos em
vortex (Thermoline® — EUA). Em seguida os tubos foram centrifugados
(Centrifuge 5417C — Eppendorf®— Alemanha) a 14.000 rotagbes por minuto (rpm)
durante cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e sobre o sedimento foram
adicionados 1200 ul de alcool etilico absoluto (Synth®) no tubo. Os tubos foram
agitados em vortex por 15 segundos e centrifugados a 14.000 rpm durante 5
minutos com posterior descarte do sobrenadante. Este ciclo (xilol-etanol) foi
repetido novamente e ao final do processo as tampas foram abertas e os tubos
colocados em um bloco térmico (Dri-block DB3 — Techne® - Inglaterra) a 37°C por
15 minutos para evaporagao do etanol remanescente.

A digestdo dos tecidos foi feita adicionando-se ao tubo 20 pl de
solucéo contendo proteinase K (20mg/ml) e 180 ul de ATL (tissue lysis buffer) do

kit de extracdo de DNA (QlAamp DNA Mini Kit® — QIAGEN Ltd, Crawley, UK),
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agitando-se no vortex por 1 minuto e mantendo-se o material em banho-maria
(Modelo 146 — FANEM — Sé&o Paulo — Brasil) por 3 horas, a 56°C.

Para o isolamento dos &cidos nucléicos foi utilizado o sistema de
extragcdo de DNA QlAamp DNA Mini Kit®, segundo as instru¢des do fabricante e
0 DNA extraido (100 ul) foi transferido para tubos de polipropileno com tampa
rosqueavel, identificado e conservado a — 20° C. Apds esta etapa, a quantidade e
pureza do DNA gendmico foram determinadas através da espectrofotometria
(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis).

Com a confirmacdo da presenca e integridade do DNA, foram
realizadas as PCRs com os oligonucleotideos iniciadores para o gene controle da
B-globina. Em caso de auséncia do gene da B-globina foi realizada nova extracéao

de DNA pelo método do fenol-cloroférmio.

Extracdo de DNA de sangue

Foram colocados 200 ul de cada amostra de sangue dentro de um
tubo eppendorf de 1,5 ml identificados, foram adicionados 20 ul de proteinase K
as amostras e os tubos foram agitados em vortex por 30 segundos. Adicionou-se
200 pl de buffer AL e agitaram-se os tubos em vortex por 15 segundos, levando-
0s em seguida ao banho-maria a 56° C por 10 minutos. Apd0s a incubacgéo o
material foi retirado do banho-maria e os tubos foram colocados na centrifuga a
8000 rpm, por 10 segundos, para retirar as bolhas.

Adicionou-se 200 pl de etanol 100% aos tubos e agitaram-se 0s
tubos em vértex por 15 segundos. Em seguida os tubos foram colocados na
centrifuga a 8000 rpm por 10 segundos, seu conteudo foi transferido para a

porgéo superior dos tubos com coluna do kit QIAmp e foram centrifugados a 8000
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rom por 1 minuto. Desprezou-se o filtrado trocando-se o tubo inferior e
acrescentou-se 500 ul do Buffer AW1 centrifugando-se o tubo a 8000 rpm por 1
minuto. ApOs a etapa anterior foram acrescentados 500 ul do Buffer AW2 e os
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 3 minutos. Para etapa final
acrescentou-se 100 ul de AE para ressuspender/diluir o DNA, o tubo foi deixado
em repouso por 1 minuto, centrifugando-o em seguida a 8000 rpm por 1 minuto. O

DNA obtido foi armazenado a —20° C até a espectrofotometria e PCR.

Extracdo de DNA de secregdao salivar

O tubo contendo as células exfoliadas foi colocado em vértex por 30
segundos e entédo foram retirados 400 ul da amostra sendo misturado com 400 pl
da amostra de saliva do mesmo paciente, em um novo tubo antes de se proceder
a extracdo de DNA.

Adicionou-se 400 ul de PBS, 400 ul de AL e 20ul de proteinase K ao
tubo contendo a secrecdo salivar e agitou-se em vortex por 15 segundos. A
incubacéo da amostra foi feita & 56° C por 10 minutos.

ApOs a incubacao adicionou-se 400ul de etanol 100% a amostra e
misturou-se novamente no vortex por 15 segundos, centrifugando-o em seguida
por 10 segundos a 8000 rpm. Do volume total de 1220 pnl, foram aplicados 600yl
da mistura anterior a coluna do tubo de centrifugagcdo do kit QIAmp e
centrifugados a 8000 rpm por 1 minuto. O filtrado resultante foi desprezado e foi
aplicado o restante da mistura repetindo-se a centrifugacao.

Apos descarte do restante do filtrado foram adicionados 500ul da

solugcdo AW1 e os tubos foram centrifugados a velocidade de 8000 rpm por 1
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minuto. Colocar a parte superior do tubo com a coluna sobre um tubo de coleta de
2ml limpo e descartar o tubo contendo o filtrado. Adicionar 500l da solu¢do AW2
e centrifugar a velocidade maxima (14000 rpm) por 3 minutos. Descartado o
filtrado anterior foram adicionados 100 ul da solugdo AE, incubados a temperatura
ambiente por 1 minuto e depois centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. Este DNA
obtido foi mantido a temperatura de 20°C até a utilizacao.

O DNA obtido de ambos o0s materiais foi submetido a
espectrofotometria através de software proprio (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis,
Nanodrop Technologies Inc., Wilmington, DE) para confirmacédo da presenca e
integridade do DNA, 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

Foram realizadas as PCR para o gene controle da B-globina (110
pares de base) utilizando os oligonucleotideos PCO3 (5-ACACAACTG
TGTTCACTAGC-3") e PC04 (5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) descritos por
Nonogaki et al.’® A reacdo foi realizada em termociclador (Peltier Effect Cycling
modelo PTC — 100, MJ Research, Inc., Watertown, MS, USA) adicionando-se ao
DNA um mix com os seguintes componentes: 10,9 ul de agua ultra-pura; 1,5 nl
(15 pmol) de cada oligonucleotideo iniciador (PCO3 e PCO4); 0,1 ul (1U) de Taq
DNA polimerase 2,5 ul de tampéao de PCR 10X (10 mM de Tris-HCI pH 8 e 50 mM

de KClIj; 20 W 4 mM) de MgCI2; 1,5 u (0,25 mM) de dNTPs
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(deoxyribonucleoside 5’-triophosphates — dATP, dCTP, dGTP e dTTP - GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), com excecdo da agua ultra-pura e dos dNTPs,
os demais componentes séao da Invitrogen Life Technologies®, Brasil.

Apds a mistura dos componentes em um 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 (CP) para o gene da
B-globina foi utilizada uma amostra de sangue previamente testada e como
controle negativo (NO) uma amostra contendo somente o mix, sem DNA.

Os fragmentos de DNA foram amplificados em termociclador sob as
seguintes condi¢des: desnaturacgao inicial a 95° C durante 5 minutos, 40 ciclos de
desnaturacdo 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 verificacdo da presenca do DNA humano foi feita a analise
através da eletroforese em gel de agarose a 2% em tampédo 1x TBE (Fonte
Eletroforética - Amersham Pharmacia Biotech modelo EP3501, Suécia), durante 1
hora a 100 volts. A visualizacéo foi feita apds coloragcdo com brometo de etideo
observado o gel sob luz ultravioleta. A documentacéao foi realizada com auxilio do
sistema Kodak Digital Science 1D.

Apods a confirmacgdo da presenca e integridade do DNA genbmico, as
amostras foram submetidas a pesquisa do gene do HPV através de dois métodos:
PCR e nPCR com oligonucleotideos iniciadores para o DNA do HPV. Para as
amostras com resultado negativo para o DNA da B-globina foram realizadas
novas extracdes de DNA dos materiais genéticos e repetida a PCR. As amostras

gue continuaram negativas apos o segundo teste foram descartadas.
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PCR para amplificacdo do HPV

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nesta técnica foram
MY11l (5-GCMCAGGGWCTATAAYAATGG-3') e MY09 (5-CTCCMARRGGAW
ACTGATC-3’) da Invitrogen Life Technologies®, Brasil, para amplificar fragmentos
da regido tardia L1 do genoma viral, com 450 pares de bases.*®

Os componentes do mix para esta PCR foram: 10,9 ul de agua ultra-
pura; 2,5 ul de tampéo de PCR 10X (10 mM de Tris-HCI pH 8 e 50 mM de KCI); 2
ul de MgCI2 (4 mM); 1,5 ul de dNTPs (0,25 mM); 0,2 pl (2U) de Taq polimerase e
1,5 ul de cada oligonucleotideo iniciador (15 pmol). Em fluxo laminar foi
adicionado 5 ul de DNA genémico de cada amostra. Como controle positivo para
infeccdo por HPV, foi utilizada uma amostra de HeLa, uma linhagem de células de
carcinoma cervical uterino com até 4 coépias de HPV-18 por célula. O controle
negativo foi composto por mistura de amplificacéo e 4gua ultra-pura.

Os fragmentos foram amplificados em termociclador sob as
seguintes condi¢cfes: desnaturacao inicial a 94°C durante 10 minutos, 40 ciclos de
desnaturacao 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 produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, durante 3 horas, sob voltagem constante de 100 volts. A
evidenciacdo das bandas foi realizada em solucdo de nitrato de prata e a

documentagdo com auxilio do sistema Kodak Digital Science 1D.
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NPCR para amplificacdo do HPV

Na primeira etapa da nPCR foram utilizados os oligonucleotideos
MY09 e MY1l, com os componentes do mix e condicdes de termociclagem
citadas acima. Apos a termociclagem foram separados 2 ul do produto obtido
nesta primeira PCR para utilizacdo na segunda etapa da nPCR.

Na segunda etapa foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
GP5+ (5-TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC-3) e GP6+ (5-GAAAAATAAACT
TGTAAATCATATTC-3) da Invitrogen Life Technologies®, Brasil, cujo fragmento
é de 150 pares de bases.”® A mistura de amplificacéo, os controles utilizados e
as condicbes de ciclagem foram semelhantes as da primeira etapa, com
diferencas na quantidade de agua ultra-pura (13,9 ul) e na temperatura de
anelamento (43°C). Os produtos da nPCR foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida sob as mesmas condicbes da técnica de PCR e apdés
evidenciacdo foi realizada a documentacdo. Estes processos (PCR e nPCR)
foram feitos em duplicata cada material (sangue, secrecdo salivar e biopsia),
guando houve divergéncia entre os dois resultados o processo foi feito em
triplicata.

Foi verificada a existéncia de associacdo entre as variaveis dos dois
grupos estudados pela aplicacdo de testes estatisticos (Qui-quadrado ou Teste

exato de Fisher) com nivel de significancia de 5%.



Resultados
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4 RESULTADOS

Todas as amostras analisadas, dos pacientes portadores de
carcinoma de orofaringe e controles, amplificaram o gene controle da [-globina
humana e consequentemente foram utilizadas para analise da presenca do DNA
do HPV através da aplicacdo dos métodos de PCR em duas etapas. Os
resultados numéricos estdo expressos nas tabelas 1 a 6 e parte dos resultados
laboratoriais estéa ilustrada nas figuras 1 e 2 abaixo.

Tabela 1 - Correlacdo entre a presenca do DNA do HPV detectado em

sangue com as variaveis clinico patolégicas e os fatores de risco dos
pacientes com carcinoma epidermoide de orofaringe

Pacientes Sangue
Variaveis (n=46) . HPV+ HPV- x
n % n % | n % p
Sexo 0,439
Masculino 37 (80) | 24 (65) | 13 (35)
Feminino 09 (20) | 05 (56) | 04 (44)
Idade 0,595
<60 29 (63) | 16 (55) | 13 (45)
>=60 17 (37) | 08 (47) | 09 (52)

Estadiamento 0,320
I 07 (15) | 04 (57) | 03 (43)

Il 07 (15) | 05 (71) | 02 (29)
Il 10 (22) | 09 (90) | 01 (10)
\Y% 22 (48) | 11 (50) | 11 (50)

Gradacéo histolégica 0,375
Bem diferenciado 09 (20) | 04 (44) | 05 (56)
Moderadamente 29 (63) | 21 (72) | 08 (28)

Pouco diferenciado 08 17) | 04 (50) | 04 (50)
Tabaco 0,389

Tabagista 40 (87) | 26 (65) | 14 (35)

N&o tabagista 06 (13) | 03 (50) | 03 (50)

Alcool 0,182
Etilista 37 (80) | 25 (68) | 12 (32)
Abstémio 09 (20) | 04 (44) | 05 (56)

Fatores de risco 0,695

desconhecidos 03 02 (67) | 01 (33)
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Tabela 2 - Correlagdo entre a presenca do DNA do HPV detectado em
secrecao salivar com as variaveis clinico patolégicas e os fatores de risco
dos pacientes com carcinoma epidermdide de orofaringe

Pacientes Secrecdo salivar
Variaveis (n=46) HPV+ HPV- p*
n % | n % | n %

Sexo 0,432
Masculino 37 (80) | 28 (76) | 09 (24)
Feminino 09 (20) | 06 (67) | 03 (33)

ldade 0,242

<60 24 (52) | 16 (67) | 08 (33)
>=60 22 (48) | 18 (82) | 04 (18)
Estadiamento 0,316

| 07 (15) | 05 (72) | 02 (28)
[ 07 (15) | 06 (86) | 01 (14)
I 10 (22) | 07 (70) | 03 (30)

\Y 22 (48) | 16 (73) | 06 (27)

Gradacéo histolégica 0,745
Bem diferenciado 09 (20) | 07 (78) | 02 (22)
Moderadamente 29 (63) | 20 (69) | 09 (31)

Pouco diferenciado 08 a7y | o7 (87) | 01 (13)

Tabaco 0,500
Tabagista 40 87) | 29 (73) | 11 (27)

N&o tabagista 06 (13) | 05 (83) | 01 17)

Alcool 0,568
Etilista 37 (80) | 27 (73) | 10 27)
Abstémio 09 (20) | 07 (78) | 02 (22)

Fatores de risco 0,606

desconhecidos 03 02 (67) | 01 (33)
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Tabela 3 - Correlagéo entre a presenca do DNA do HPV detectado em tecido
com as variaveis clinico patoldgicas e os fatores de risco dos pacientes com
carcinoma epidermdide de orofaringe

Pacientes Tecido
Variaveis (n—46)0 HPV+ HPV- *
n % n % | n % p

Sexo 0,013
Masculino 37 (80) | 16 43) | 21 (57)
Feminino 09 (20) | 0O (00) | 09 (100)

Idade 0,306

<60 24 (52) | 10 (42) | 14 (58)
>=60 22 (48) | 06 27) | 16 (73)

Estadiamento 0,293
| 07 (15) | 02 (29) | 05 (72)

1] 07 (15) | 02 (29) | 05 (71)
1 10 (22) | 02 (20) | 08 (80)
\Y 22 (48) | 10 (45) | 12 (55)

Gradacéo histolégica 0,135
Bem diferenciado 09 (20) | 01 (11) | 08 (89)
Moderadamente 29 (63) | 10 (34) | 19 (66)

Pouco diferenciado 08 (17) | 05 (63) | 03 (37)
Tabaco 0,307

Tabagista 40 (87) | 15 (38) | 25 (62)

N&o tabagista 06 (13) | 01 (17) | 05 (83)

Alcool 0,098
Etilista 37 (80) | 15 (41) | 22 (59)
Abstémio 09 (20) | 01 (11) | 08 (89)

Fatores de risco 0,267

desconhecidos 03 00 (0) 03 (100)

Tabela 4 - Correlacdo entre a presenca do DNA do HPV detectado em
sangue com as variaveis clinico patoldgicas e os fatores de risco dos
pacientes sem carcinoma epidermoide

Pacientes Sangue
Variaveis (n=40) . HPV+ HPV- *
n % | n % | n % P

Sexo 0,111
Masculino 26 (65) | 16 (57) | 10 (83)
Feminino 14 (35) |12 (43) | 02 a7

Idade 0,677
<60 22 (55) | 16 (57) | 06 (50)
>=60 18 45) | 12 (43) | 06 (50)

Tabaco 0,072
Tabagista 09 (22) | 04 (14) | 05 (42)

N&o tabagista 31 (78) | 24 (86) | 07 (58)

Alcool 0,071
Etilista 12 (30) | 06 (21) | 06 (50)
Abstémio 28 (70) | 22 (79) | 06 (50)

Fatores de risco 0,071

desconhecidos 22 18 (82) | 04 (18)
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Tabela 5 - Correlagdo entre a presenca do DNA do HPV detectado em
secrecao salivar com as variaveis clinico patolégicas e os fatores de risco
dos pacientes sem carcinoma epidermadide

Pacientes Secrecdo salivar
L n=40 R
Variaveis N ( )% . HPV+ % | n HPV o p*

Sexo 0,386
Masculino 26 (65) | 13 (59) | 13 (72)
Feminino 14 (35) | 09 (41) | 05 (28)

Idade 0,482
<60 22 (55) | 11 (50) | 11 (61)
>=60 18 (45) | 11 (50) | 07 (39)

Tabaco 0,970
Tabagista 09 (22) | 05 (23) | 04 (22)

N&o tabagista 31 (78) | 17 (78) | 14 (78)

Alcool 0,677
Etilista 12 (30) | 06 (27) | 06 (33)
Abstémio 28 (70) | 16 (73) | 12 (67)

Fatores de risco 0,013

desconhecidos 22 16 (73) | 06 (27)

Tabela 6 - Correlacéo entre a presenca do DNA do HPV detectado em tecido
com as variaveis clinico patolégicas e os fatores de risco dos pacientes sem
carcinoma epidermaoide

Pacientes Tecido
. L n=40 + _
Variaveis n ( )% N HPV % N HPV % p*

Sexo 0,383
Masculino 26 (65) | 05 (56) | 21 (68)
Feminino 14 (35) | 04 (44) | 10 (32)

Idade 0,970
<60 22 (55) | 05 (56) | 17 (55)
>=60 18 (45) | 04 (44) | 14 (45)

Tabaco 0,667
Tabagista 09 (22) | 02 (22) | 07 (23)

N&o tabagista 31 (78) | 07 (78) | 24 ()

Alcool 0,552
Etilista 12 (30) | 03 (33) | 09 (29)
Abstémio 28 (70) | 06 (67) | 22 (71)

Fatores de risco 0,424

desconhecidos 22 06 (27) | 16 (73)
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando resultado da
amplificacéo da betaglobina humana (110 pb) por PCR em parte das 46 amostras
de pacientes com carcinoma epidermaoide de orofaringe. PM 50 = peso molecular
de 50 pb; SG = sangue; CP = controle positivo para betaglobina; NO = controle
negativo

Figura 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% mostrando resultado da
amplificagédo do HPV (140 pb) por nPCR em parte das 46 amostras de pacientes
com carcinoma epidermoide de orofaringe. PM 50 = peso molecular de 50 pb; SL
= secrecao salivar; TC = tecido; NO = controle negativo; HelLa = controle positivo
para HPV

A idade média de idade foi de 60 anos para os pacientes portadores
de carcinoma de orofaringe e 58,2 anos para os controles e a mediana foi de 59 e
56 anos, respectivamente. Tanto o cruzamento entre as médias de idades dos
grupos quanto o cruzamento entre as faixas etarias (idade acima ou abaixo de 60

anos) nao foram estatisticamente significativos.

PMS0 [SLI7] [SL18| [SL20] SL22 SL25 SL26 SL31 SL34 SL46  SL4S TC138 TC13e 7C183 fIC187] TC146 NO  [Meta |
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Os cruzamentos entre os grupos HPV negativo e HPV positivo tanto
entre 0sS pacientes portadores de carcinoma de orofaringe como entre 0s
controles ndo foram estatisticamente significativos segundo as variaveis: idade,
tabagismo, etilismo, grau histologico e estadiamento clinico.

A andlise de tecido dos pacientes com carcinoma epiderméide de
orofaringe mostrou que 100% dos casos em mulheres foram HPV negativos
enquanto que para os homens esta porcentagem foi de apenas 57% (p=0,013)
conforme demonstra a tabela 3.

Na analise de secrecdo salivar dos pacientes sem carcinoma e sem
0s habitos de etilismo e tabagismo a diferenca entre os casos HPV positivos e
negativos foi significante (p=0,013) mostrando que 73% dos pacientes sem
habitos eram HPV positivos conforme tabela 5.

Apesar das amostras positivas terem sido submetidas a um
seqguenciador automético (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE DNA Analysis Systems - Amersham Biosciences) ndo foi possivel a
tipagem dos HPVs encontrados neste estudo, possivelmente devido ao pequeno

tamanho do fragmento dos primers utilizados na segunda etapa da PCR (140 pb).



Discussao
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5 DISCUSSAO

Os trabalhos encontrados na literatura apresentam taxas variaveis
de deteccdo do DNA do HPV principalmente devido aos diferentes tipos de
material biologico estudado (esfregacos, sangue, saliva, tecido congelado, tecido
parafinado), localizacdo anatdbmica, questdes populacionais, técnicas/meios de
deteccdo do virus, desenho dos oligonucleotideos e numero de amostras
estudadas.?

Quanto a analise dos diversos tipos de materiais biologicos,
SahebJamee et al.,?* detectaram uma positividade para o DNA do HPV de 40,9%
nos pacientes com carcinoma oral e de 25% em pacientes ndo portadores de
carcinoma oral através da analise de saliva. Em nosso estudo a presenca de DNA
do HPV na secrecédo salivar (a secrecdo salivar compds-se da mistura da saliva
com células exfoliadas) foi de 73,9% para os pacientes portadores de carcinoma
epidermdide de orofaringe(34/46) e 55% para os controles. Através da analise de
células exfoliadas também ja foi demonstrado que mesmo os tecidos normais
adjacentes a lesdes apresentam positividade diferente para o DNA do HPV
(41,2% versus 35,3%).%

Similarmente a outras investigacdes que utilizaram saliva’”%?*,
nosso estudo ndo encontrou correlacédo entre a presenca do DNA do HPV em
saliva e o carcinoma epidermdide de orofaringe. Em contraste, em estudo de
Zhao et al.*, foi demonstrado que a presenca do DNA do HPV 16 na saliva pode

refletir o status do HPV 16 em carcinomas de cabeca e pescoco e sugeriram que

a analise quantitativa do HPV 16 na saliva tem uma especificidade de 99% porém
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com alta taxa de falso-positivos. Discordamos de Zhao et al.'° e Smith et al.®
gue acreditam que a deteccdo de DNA do HPV na saliva/células exfoliadas pode
ser um fator preditivo para o surgimento de carcinomas de cabeca e pescoco
relacionados ao HPV, pois deve-se levar em conta a persisténcia da infeccdo com
HPVs de alto risco, fator diretamente dependente do sistema imune e hébitos do
hospedeiro (nimero de parceiros sexuais, sexo sem protecao, tabagismo, etilismo
entre outros). Estudos com pacientes imunologicamente comprometidos (HIV
positivos) tem mostrado maiores taxas de deteccdo de DNA do HPV na saliva.?®
Acreditamos entretanto que a persisténcia da infeccdo associada a lesdes pré-
malignas como a leucoplasia deveria ser melhor estudada.

|.27

Quanto as células exfoliadas concordamos com Herrero et al.“’, que

nao encontrou associacdo entre a positividade para o DNA do HPV e os

carcinomas de cabeca e pescoco e discordamos de Smith et al.?®

que
demonstraram uma associacao estatistica entre a detec¢do de HPVs de alto risco
em células exfoliadas e tecidos tumorais sugerindo que o screening para HPV
usando células exfoliadas pode ser preditivo para carcinomas de cabeca e
pescoco relacionados ao HPV. Vale lembrar que a andlise da saliva e células
transitérias pode indicar apenas uma contaminagédo e ndo necessariamente uma
infeccdo, enquanto que a andlise do tecido representa uma infeccéo instalada.?®

Tal fato ficou comprovado na andlise da secre¢do salivar de pacientes sem
habitos cuja diferenca entre os casos HPV positivos e HPV negativos foi

significativa (p=0,013), mostrando um maior niamero de pacientes HPV positivos

entre os controles sem habitos de etilismo e tabagismo.
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Na andlise de sangue Capone et al. , encontraram uma taxa de
positividade para DNA do HPV de 17% através da PCR, dot blot, hibridizacéo,
southern blot, hibridizacdo e hibridizagdo in situ e utilizando os primers
MY09/MY11. J& Tachezy et al.®, num estudo caso-controle detectaram anticorpos
do HPV no sangue de 44% dos casos e 4% dos controles e concluiram que nem
sempre a presenca do DNA do HPV no sangue resulta em soroconversao. Em
estudos com pacientes saudaveis, doadores de sangue, Chen et al.*
encontraram positividade para o DNA do HPV em 8,3 % dos participantes e
sugeriram que o0 sangue pode representar um meio de reserva e um novo meio de
transmissao viral. Analisando sangue através da nPCR encontramos 63 % nos
pacientes portadores de carcinoma de orofaringe e 70 % nos controles do
presente estudo. Concordamos com 0s autores que acreditam que este seja um
possivel meio de disseminacdo do virus através do organismo®®*°. Entre as
regides acometidas pelo cancer de cabeca e pescoco, a orofaringe tem sido a
localizagdo com maior prevaléncia de HPV sendo especificamente a tonsila o
local mais acometido pelo virus™**. A distincdo entre as areas da cavidade
bucal, orofaringe e laringe é necessaria j4 que a distribuicdo do virus é diferente

nos diversos sitios anatdémicos?:2>33-3

sendo em orofaringe 2,6 vezes maior que
na boca®*. Na andlise de tecido dos pacientes portadores de carcinoma
epidermdide de orofaringe avaliados encontramos uma positividade de 34,8%. Em
recente metanalise esta taxa variou entre 3,35% e 84%, sendo de 40,97% para
tumores de orofaringe®*. Diante dos fatos expostos concordamos com as opinies

11,24,37-41

de outros autores gue consideram que o HPV como um fator de risco na

etiologia do carcinoma epidermoide de orofaringe.
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Quanto as diferencas populacionais estas também podem ser
constatadas na andlise de uma revisdo sistemética que avaliou estudos de
deteccéo tecidual do DNA do HPV em varios continentes'. Para paises europeus
e asiaticos esta taxa ficou entre 16% e 33%*, porém quando considerada a
populacao latinoamericana esta taxa variou entre 43,5% a 60% para carcinomas
epidermoéides da cavidade oral ***3. Corroboramos com a opinido de recentes
estudos, que tem demonstrado que as taxas de deteccdo do DNA do HPV em
cavidade oral ttm aumentado, mesmo em popula¢des mais conservadoras como
a populacdo iraniana®. Ernster et al. > em estudo epidemiolégico nos Estados
Unidos demonstraram que a razdo HPV positivo/negativo aumentou de 0,72 antes
de 1995 para 3,81 apoés este periodo.

Um dos meétodos utilizados mais sensiveis € a PCR e entre os
oligonucleotideos iniciadores mais empregados em pesquisas de DNA viral para o
HPV estdo: MY09/MY11%° e GP5+/GP6+ %', ambos utilizados em nosso estudo
em reacdo nPCR. Esta diferenca metodoldgica fica clara quando comparamos,
por exemplo, os resultados do HPV positivo em tecido do grupo de pacientes sem
carcinoma de nosso estudo (22,5%) com os resultados do estudo de Sacramento
et al. *®, em uma populacdo brasileira, porém mais jovem (média de idade = 28
anos), sendo a maioria de mulheres (58%) e utilizando a PCR com um
oligonucleotideo de maior tamanho (MY09/MY11 com 450 pb) que resultou em
uma positividade de 14%.

Em relacdo as varidaveis estudadas ndo encontramos diferencas
significativas em nosso estudo quanto a idade entre os Grupos HPV negativo e

HPV positivo, resultados concordantes com os estudos de Gillison, Koch et al. **
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e Baez et al. *° . Apesar disso, a média de idade dos pacientes do estudo foi alta
(60 anos para casos versus 58 anos para controles) e ndao podemos discordar
com os resultados dos estudos de Ringstrom et al.?*; Smith et al. *3; Smith et al.

12
l.

e Fakry et a gue revelaram que o HPV foi mais associado a pacientes com

menor idade. Smith et al. 3

ainda justificam o fator idade considerando que o virus
€ sexualmente transmitido e que 0s pacientes mais jovens tém mais atividade
sexual.

Alguns estudos ndo encontraram diferengcas estatisticas entre a

11,49-53

presenca de HPV em ambos 0s sexos , porém contradizendo outros

estudos que revelaram que o grupo HPV era formado predominantemente por

mulheres*3°4%6,

No presente estudo encontramos diferenca estatisticamente
significativa entre a presenca do HPV e a variavel sexo (p=0,013), sendo que o
grupo HPV positivo era formado predominantemente por homens, ratificando
dados de estudos anteriores®***4®>" A principio, ndo vemos explicacdes ou
motivos para existir uma correlacdo entre o género e a presenca do HPV, exceto
para os parceiros de mulheres com displasia cervical *®*°,

Alguns autores relatam que no Grupo HPV positivo, 0s pacientes
sdao compostos predominantemente por nao tabagistas ou que fumam
menos.?>3337386061 Em nosso estudo, assim como em outros anteriores™*° néo
houve diferenca significante entre tabagistas e ndo tabagistas na andlise de
sangue (p=0,389), secrecao salivar (p=0,500) ou tecido (p=0,307) dos pacientes
portadores de carcinome epidermdide de orofaringe. A infeccdo pelo HPV

parece ser independente da exposicdo ao tabaco.'!'?>36°16263 gape.se que o

fumo, normalmente, induz uma maior queratinizacdo do epitélio, o que, por sua
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vez, torna as mucosas da cavidade bucal e orofaringe mais resistentes a traumas
secundarios, proporcionando um efeito protetor & infeccdo pelo HPV.* Por outro
lado, hé indicios de que o HPV seja um fator importante no desenvolvimento de

5 D'Souza et al. * nao

cancer de boca em pacientes né&o-tabagistas.
encontraram relacdo de sinergismo entre o HPV e uso de tabaco e alcool e
sugeriram que ha mecanismos distintos no desenvolvimento do cancer de
orofaringe: um predominantemente associado aos efeitos do tabaco e alcool e
outro induzido pela instabilidade gendémica devido ao HPV.

No presente estudo, os pacientes etilistas apresentaram o DNA do
HPV em uma porcentagem superior em relacdo aos abstémios (41% versus 11%
avaliados no tecido), mas ndo a ponto de valores estatisticamente significante,

11,42,49

concordando com alguns autores e discordando de outros que revelam que

no grupo HPV positivo ha maior quantidade de pacientes nao alcoodlatras ou que

24,33,38,55,60,61,64

bebem menos. Vale lembrar que ndo ha padronizacdo da

guantidade de 4&lcool nos trabalhos revisados. Assim como outros

autores, 11:25:36:42.51,62,63

cremos que estes dois fatores de risco (alcool e fumo)
atuem de forma independente do HPV na carcinogénese oral, entretanto nao
podemos descartar a possibilidade de um efeito sinérgico ou antagbnico entre
estes agentes etioldgicos e a presenca do virus.

Neste trabalho ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre 0s grupos na andlise da variavel grau de diferenciacdo histolégico, o que

24,37,49 11.25.53

ratifica alguns estudos, porém discorda de outros gue relatam que os
tumores com presenca do HPV sdo pobremente diferenciados. Em relacdo ao

grau de diferenciacdo, o DNA do HPV estava presente em 63% dos tumores
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moderadamente diferenciados e 17 % dos pouco diferenciados avaliados no
presente estudo. Segundo Bouda et al.,?° Ringstrom et al.** e Sugiyama et al.®® a
maior prevaléncia do HPV em tumores bem e moderadamente diferenciados pode
ser explicada pelo fato deste estar relacionado a fase inicial da carcinogénese
bucal.

Dados de nosso estudo ainda mostram que nao ha relacdo entre a
presenca do HPV e o estadiamento clinico, corroborando com os achados de
Ringstrom et al. 2%, Ernster et al. *, D'Souza et al. *, Baez et al. *°, Reimers et
al.>® e Klussman et al.*. Em nossa casuistica tivemos 70 % dos nos pacientes
portadores de carcinoma de boca e orofaringe em estadios Ill e IV e ainda assim
verificamos alta prevaléncia do virus (12/16) nestes estadios. Por outro lado para

Lindel et al. >

e Mellin et al. ®® tumores com estadiamento clinico avancado
(estadios Il e IV) sdo menos infectados pelo HPV.

Apesar das amostras positivas terem sido submetidas a purificacéo
e serem processadas em um sequenciador automatico a tipagem dos HPVs

encontrados néo foi possivel utilizando este método.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com a metodologia descrita permitiram

concluir que:

1. A presenca de particulas virais do DNA do HPV nos diferentes materiais
biol6gicos de pacientes portadores de carcinoma de orofaringe estudados
nao apresentou diferencas estatisticamente significativas na analise das
variaveis: idade, consumo de fumo e alcool, estadiamento clinico e

gradacéo histologica.

2. Houve diferenga significante entre a positividade para o DNA do HPV em
relacdo a variavel sexo na analise de tecido de pacientes com carcinoma

epidermdide de orofaringe.

3. A presenca de particulas virais do DNA do HPV nos diferentes materiais
biolégicos de pacientes sem carcinoma estudados ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas na analise das variaveis: idade e

SeXo.

4. Houve diferenca significante entre os usuarios de tabaco e alcool e os
pacientes que nao tinham habitos consumo de fumo e alcool na andlise de

secrecéo salivar dos pacientes sem carcinoma.
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CONSIDERACOES FINAIS

IMPLICACOES PARA A PRATICA

A Agencia para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) atualmente
reconhece o HPV como fator de risco para o cancer de orofaringe e dados
moleculares e epidemiol6gicos agora mostram que os HPV’s de alto risco séo
responsaveis por um sub-grupo de tumores de orofaringe.

O prognostico para os tumores de cabeca e pescogo sao geralmente
piores nos estadios mais avancados tendo o cirurgido a necessidade de realizar
um tratamento oncoldgico cirdrgico mais extenso e como consequencia
frequentemente estes pacientes apresentam sequelas como por exemplo
dificuldades na alimentacéo, na fonética, xerostomia e osteoradionecrose. Desta
maneira o tratamento oncolégico tem se voltado na direcdo oposta incluindo
alteracbes nos esquemas de radioterapia, integracdo da radioterapia e
guimioterapia e introducéo de terapia bioldgica, o que tem aumentado a sobrevida
para os pacientes portadores de carcinomas de cabeca e pescoco. Nao ha
entretanto um consenso sobre qual a terapia seria melhor para determinado
paciente.

Recentes estudos tem mostrado que os pacientes com tumores HPV
positivos de orofaringe mostram uma melhora na sobrevida independente da
estratégia de tratamento, a questao porém € o quanto este tratamento necessita
ser agressivo para este sub-grupo de pacientes, portanto baseados no profundo
impacto da respostas ao tratamento dos pacientes com tumores de orofaringe

HPV positivos poderia ser incluida como rotina padrdo uma andlise da
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positividade destes pacientes para o DNA do HPV nos tecidos tumorais para

melhor planejamento das estratégias de tratamento.

IMPLICACOES PARA A PESQUISA

Os tumores de orofaringe HPV-positivos apresentam um perfil
clinico-patoldgico distinto e no momento ainda existem varias questbes a ser
respondidas a respeito da biologia e carcinogénese destes tumores.

No futuro as pesquisas sobre tumores de orofaringe deveriam levar
em conta o status do HPV, principalmente visando a melhora na escolha da
terapia para estes pacientes, visto que os pacientes HPV positivos sdo mais
jovens e teriam que conviver mais tempo com sequelas se ainda continuar a se
adotar as terapias vigentes atualmente.

Outra implicagdo importante seria monitorar o status do HPV com
leucoplasias que ndo pudessem ser retiradas na sua totalidade, uma vez que a
persisténcia da infec¢cdo pelo HPV poderia aumentar o indice de transformacéo

carcinogénica nestes casos.
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ANEXO B - FICHA COLETA DADOS

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Faculdade de Odontologia — Campus de Aragatuba
Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica
Disciplina de Estomatologia

Pesquisa: Comparacao tecidual, saliva e soro plasmatico da presenca do
papilomavirus humano (HPV) em pacientes normais e portadores de carcinoma
epidermdéide oral.

Pesquisador: Adriana Demathé

N° do caso............... N° do prontuario: ...........cccccevvvveeeeeeneennnn.

1 - Sexo: (1) masculino (2) feminino

2 - Raga: (1) branca (2) nao branca 3 - Ildade.............
4 - Tabagista: (1) sim (2) ndo

5 - Etilista: (1) sim (2) ndo

6a - Categoria T: (1)To (2) Tis (3)T1 (4)T2 (5T3 (6)T4 (7)Tx

6b - Categoria N: (1)No (2)N1  (3)N2a (4)N2b (5)N2c (6)N3 (7)Nx
6¢ - Categoria M: (1)Mo (2)M1  (3)Mx

7 - Anatomopatologico:

(1) bem diferenciado  (2) moderadamente diferenciado (3) pouco diferenciado
8 — Estadio Clinico:

(1) Estadio | (2) Estadio Il (3) Estadio lll (4) Estadio IV

9 - Status:

(1) vivo sem doenga  (2) vivo com doenga  (3) morte por cancer oral

(4) morte sem outras especificagdes  (5) perda do segmento



ANEXO C — CLASSIFICACAO TNM TUMORES CAVIDADE ORAL

> O tumor primario n&o pode ser avaliado

TO N&o ha evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma /n situ

™ Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensao
T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

NX Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 Homolateral, Unico, < 3 cm

N2 (a) Homolateral, unico, > 3 até 6 cm
(b) Homolateral, multiplo, < 6 cm

(c) Bilateral, contralateral, < 6 cm

N3 >6cm

MX A presencga de metastase a distancia nao pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia
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ANEXO D - Normas do Periédico — Journal American Dental Association —
JADA

Submissions & Author Guidelines

Manuscript Submission

New manuscripts. All new manuscripts must be submitted via JADA’s online
submission and review Web site, JADA ScholarOne Manuscripts (Authors who do
not yet have an account on the Web site should click the “Create Account” link on
the upper right-hand corner of the JADA ScholarOne Manuscripts welcome page
and follow the step-by-step process to open an account.). On the dashboard page,
authors should select the Corresponding Author Center. In the Corresponding
Author Center, they should click the “Click here to submit a new manuscript” link.

Author identification. The author should include a letter providing each author’'s
name, degrees, professional title, work affiliations, complete address, telephone
and fax numbers, and e-mail address. That cover letter can be typed in on the
JADA ScholarOne Manuscripts site in the field provided, or it can be uploaded to
the site as a word-processed document.

Originality and exclusivity. The JADA Editor will consider only articles that are
original, have not been published elsewhere and have been submitted exclusively
to JADA.

Registration of clinical trials. JADA recommends, but does not require, that clinical
trials be registered with a national database such as www.clinicaltrials.gov. When
a clinical trial has been registered prior to publication in JADA, it will be noted in
The Journal.

Revised manuscripts. After the manuscript has gone through review, the JADA
Editor makes a decision as to its disposition: accept, minor revision; major
revision; reject. In all but the first and last cases, the author will be invited to
submit a revised manuscript via JADA ScholarOne Manuscripts.

Manuscript Designation

When published, manuscripts will be placed in one of the JADA departments listed
below. Authors should indicate the department for which they are submitting a
manuscript, with the understanding that the editor might deem the manuscript
better suited to a different department.
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Unless otherwise noted, manuscripts must be no longer than 10 double-spaced
pages (roughly 3,000 words), exclusive of title page, abstract, acknowledgments,
references and illustrations (tables, figures, text boxes).

Peer-Reviewed Articles

Clinical Practice. Articles with a clinical and practical focus. Potential topic areas
include esthetic and restorative care, oral-systemic health, pharmacology,
specialty dental practice, and informatics and technology.

. Brief Reports. Short articles focusing on specific topics that do not lend
themselves to longer, more in-depth treatments (6 double-spaced pages). The
articles formerly included in the “Clinical Directions” department are included in
the Brief Reports category. Pilot studies also would be appropriate for this
section.

. Case Reports. Short articles describing the presentation, diagnosis and
management of clinical cases (6 double-spaced pages).

. Critical Review. Review articles using a systematic approach to describe
what is known from the literature about a clinical dental topic and evaluating the
strength of the evidence (10 double-spaced pages).

. Full Article. Full-length articles with a clinical and practical focus.

. Practical Science. Articles providing scientific information on critical issues
of practical interest to general dentists, helping to bridge the gap between
dental research and patient care (10 double-spaced pages).

Practice Management. Practical information about the day-to-day aspects of
running a dental practice, as well as about broader management concepts and
techniques. Articles on informatics and technology could appear here if the
technology being discussed has a management rather than a clinical focus (10
double-spaced pages).

Research. Articles describing the results of clinical, laboratory and population-
based research pertinent to dentistry and providing foundation knowledge for
future application.
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. Full Article. Full-length articles describing potential clinical applications of
research findings (10 double-spaced pages).

. Brief Reports. Short articles focusing on specific topics that do not lend
themselves to longer, more in-depth treatments (6 double-spaced pages).

. Advances in Dental Products. Articles describing research on new products

useful to the clinician. Research sponsored or substantially funded by
manufacturers appears here (10 double-spaced pages).

Trends

. Full Article. Articles describing trends in dentistry and health care, such as
access to care; patient and practitioner demographics; economic, ethical and
societal issues; state and federal law, policy and regulations that affect
dentistry; and surveys of dentists on topics of interest (10 double-spaced
pages).

. Brief Reports. Short articles focusing tightly on specific topics that do not
lend themselves to longer, more in-depth treatments (6 double-spaced pages).

Non-Peer—Reviewed Material

Letters to the Editor. Brief comments on issues raised and articles published in
JADA. A letter about a particular article will be forwarded to the article’s author for
comment, if the letter is selected for publication. The JADA Editor reserves the
right to edit the letters into a publishable format (550 words, maximum of five
references, no illustrations). A letter concerning a recent JADA article will have the
best chance of acceptance if it is received within two months of the article’s
publication. Letter writers are asked to disclose any personal or professional
affiliations or conflicts of interest that readers may wish to take into consideration
in assessing their stated opinions. Brevity is appreciated. By sending a letter to the
editor, the author acknowledges and agrees that the letter and all rights of the
author in the letter become the property of The Journal. Letters may be submitted
via e-mail to jadaletters@ada.org; by fax to 1-312-440-3538; or by mail to 211 E.
Chicago Ave., Chicago, Ill. 60611-2678.
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Manuscript Format

Technical specifications. Manuscripts submitted to JADA must be prepared in
Microsoft Word. No manuscripts prepared in WordPerfect or other word
processing software can be reviewed. Manuscripts prepared in Word 2007 must
be saved down to Word 2003 format. Also, no illustrations or other material
prepared in PowerPoint will be accepted for review. If your material was prepared
in PowerPoint, please copy it into a Microsoft Word document or submit it as a
PDF, a JPEG, a TIFF or an EPS file.

Length. Unless otherwise noted above, manuscripts must be no longer than 10
double-spaced pages (roughly 3,000 words), exclusive of title page, abstract,
acknowledgments, references and illustrations.

NOTE: The Journal does not accept submissions of serial articles (Part I, Part Il,
etc.).

Page setup.Pages should have 1-inch margins and must be numbered
consecutively throughout the document.

Title page. Each manuscript should have a title page bearing the complete title of
the manuscript and complete information on all authors. It should be the first page
of the manuscript.

. Each author’'s degrees must be listed on the title page. JADA generally
does not publish U.S. fellowships and honorary degrees and designations.
Degrees below the master’s level generally are not listed, unless they are the
highest degree attained.

. The title page should designate the corresponding author and list that
author’s complete mailing address for the purposes of directing reprint requests
after publication.

Abstract. A separate section describes how to format structured abstracts.

Authors. The people listed as authors should be those who made an intellectual
contribution to the manuscript. All authors should be listed with their affiliations,
their academic degrees and their scientific or clinical contributions to the paper.
The editor and publisher reserve the right to ask for justification for each author’s
inclusion.

Acknowledgments. Acknowledgments should be submitted on a separate page.
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lllustrations. A maximum of four figures—charts, graphs or photographs—and
four tables may be submitted. (See next paragraph for an exception to this rule.)
Each separate chart, graph or photograph will be counted as a separate
illustration; illustrations should not be grouped together as a single illustration.
Tables and figures should augment, not repeat, the text. Figures and tables should
be numbered consecutively according to the order in which they are cited in the
text. Regarding clinical figures, JADA will accept only digital files of at least 4
inches (roughly 100 millimeters) in width and at least 300 or more dots per inch
and in JPEG, TIFF or EPS format. These may be uploaded on JADA ScholarOne
Manuscripts. JADA cannot accept original histologic slides and radiographs.
However, The Journal will accept digital files of radiographs, magnetic resonance
images and magnetic resonance angiograms. The publisher reserves the right to
reject any figure that does not meet the necessary quality standards for
publication.

. (Exception. For only articles on esthetic care, authors are invited to provide
sufficient numbers of high-quality photographs to present their material
comprehensively, provided that there is an appropriate ratio of text to
photographs: the length of the manuscript must be sufficient to support
placement of photographs within the text. As a rule of thumb, assume an
outside limit of three photographs per manuscript page.)

Any patient who is clearly identified in the article (either in text or in photographs)
must sign a form indicating his or her consent to be thus depicted in the article.
This consent form (PDF) must be submitted with the manuscript.

Manuscript Style

Basic style/writing requirements. The foundation of JADA style is the most
recent edition of the American Medical Association Manual of Style. The purpose
of any piece of writing is to deliver information. This requires the author to define
his or her message and to present it in a way that is readily understood by and
engaging to the reader. Manuscripts should be written in active voice and
declarative sentences for a clear, concise style. The overall tone of these reports
should be factual and professional, and thus suitable for a scholarly journal.
Authors are allowed to express a personal opinion as long as the basis for that
opinion is stated plainly. For example, an author may express an opinion “based
on long experience and intensive observation.” Other statements of opinion and all



70

statements of fact require references from the appropriate published literature
(dental, medical, epidemiologic, practice management, etc.).

Manuscript title. Authors are invited to write titles for their articles. Titles should
be as brief as possible while clearly conveying the main point or purpose of the
article. Short subheads also should be used throughout the article to highlight key
points. All submissions, including titles and subheads, are subject to change
during the editing process.

Statistical material. Authors are encouraged to include confidence intervals (CIs)
with all P values.

References. All published references should be cited in the text and numbered
consecutively. No references should be cited in the abstract. Each reference
should be cited only once; on subsequent citations, the original number should be
used. Personal communications and unpublished data should not be numbered,
but should be cited in the text as follows:

(G Edmunds, DDS, oral communication, November 2004)

Authors citing sources from the World Wide Web should make use of WebCite.
WebCite is an entirely free service for authors who want to refer to Web material,
regardless of the publication for which they are writing. It is an archiving system for
Web references (cited Web pages and Web sites) that can be used by authors,
editors and publishers of scholarly papers and books to ensure that cited Web
material will remain available to readers in the future. If Web references cited in
JADA articles are not archived, future readers may encounter a "File Not Found"
error when clicking on a cited URL. A Web citation archived on
www.webcitation.org will not disappear in the future.

Citations in the reference list should follow this basic style:

. Periodical
1. Lauterbach M, Martins IP, Castro-Caldas A, et al. Neurological outcomes in
children with and without amalgam-related mercury exposure: seven years of
longitudinal observations in a randomized trial. JADA 2008;139(2):138-145.

. Book
2. Cohen S, Burns RC. Pathways of the pulp. 8th ed. St. Louis: Mosbhy;
2002:196.

. Book chapter

3. Byrne BE, Tibbetts LS. Conscious sedation and agents for the control of
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anxiety. In: Ciancio SG, ed. ADA Guide to Dental Therapeutics. 3rd ed.
Chicago: American Dental Association; 2003:17-53.

. Government publication
4. Medicine for the public: Women’s health research. Bethesda, Md.: U.S.
Department of Health and Human Services, Public Health Service, National
Institutes of Health; 2001. DHHS publication 02-4971.

. World Wide Web site
5. Hoffman ED, Klees BS, Curtis CA. Brief summaries of Medicare & Medicaid:
Title XVIII and Title XIX of the Social Security Act as of November 1, 2007.
Baltimore, Md.: U.S. Department of Health and Human Services, Center for
Medicare & Medicaid Services, Office of the Actuary; 2007.
“http://www.cms.hhs.gov/
MedicareProgramRatesStats/downloads/MedicareMedicaidSummaries2007.pdf
". Accessed Aug. 28, 2008.

. Publication in press
6. McCoy J. Alteration in periodontal status as an indicator of general health.
JADA (in press). NOTE: Authors should double-check the status of any in-press
work cited in their reference lists before submitting the final manuscript to
JADA.

. Presentation
7. Eichenstadt L, Brenner T. Caries levels among low-income children: report of
a three-year study. Paper presented at: 146th Annual Session of the American
Dental Association; Oct. 7, 2005; Philadelphia.

Review

Peer review. Articles in JADA are subject to a single-blinded peer review process:
reviewers know the identity of a manuscript's author(s), but authors do not know
the identity of the reviewers. (Authors do have an opportunity to suggest reviewers
on JADA ScholarOne Manuscripts; they also have an opportunity to request the
exclusion of particular reviewers from critiquing their manuscript. NOTE: Authors
may not include as a preferred reviewer anyone who works at their own
institutions.) Reviewers keep their critiques strictly confidential. Because the
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reviewers volunteer their time, reviews may take from three to four weeks to
complete.

Decision. Once the reviewers have completed their critiques, the editor examines
their comments and makes a decision about the manuscript’'s disposition: accept,
minor revisions, major revisions, or reject.

Editing. JADA reserves the right to edit manuscripts to ensure conciseness, clarity
and stylistic consistency and to fit articles to available space. After accepted
articles are edited, they are returned to the authors for review and comment before
publication. Authors will have the opportunity to review a PDF proof of their articles
after they are typeset.

Authors’ Responsibilities

Ethical approval of studies and informed consent/assent. For all manuscripts
reporting data from studies involving human participants, human specimens or
animals, JADA requires that the study have received formal review and approval,
or formal review and waiver, by an appropriate institutional review board or ethics
committee. This review and approval or waiver should be described in the
manuscript's Methods section. Authors may be asked to request that the
institutional review board provide directly to the editor documentation of the formal
review and recommendation from the body responsible for ethical oversight of the
study. For investigations involving humans or human specimens, authors should
state in the Methods section that they obtained informed consent/assent from the
study participants.

Personal communications and unpublished data. JADA requires that authors
request and receive permission from each person identified in the manuscript as a
source of information in a personal communication or as a source for unpublished
data. By submitting their manuscripts, authors represent and warrant to JADA that
such permission has been obtained, if applicable. JADA strongly recommends that
such permissions be in writing and that authors should maintain the signed
statements in their records for a reasonable period of time after publication of their
work in JADA. Authors must specify in the manuscript the date of the
communication or the data, as well as whether the communication was written or
oral.
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Copyright transfer. The American Dental Association owns the copyright for all
editorial content published in The Journal. A statement requiring copyright transfer
from authors, signed by each author, must be submitted with the manuscript.
The copyright transfer form (PDF) may be reproduced. Manuscripts submitted
without the requisite Copyright Transfers will not be reviewed unless and until
JADA’s Editor receives a valid, executed JADA Copyright Transfer Agreement
from each author. (The Copyright Transfer form may be scanned and uploaded on
Manuscript Central or may be faxed to the JADA editorial office at 1-716-829-
6053.) If the manuscript is rejected by the ADA, all copyrights in the manuscript
will be retained by the author(s). All accepted manuscripts and their accompanying
illustrations become the permanent property of the American Dental Association
and may not be published elsewhere in full or in part, in print or electronically,
without written permission from the ADA’s Publishing Division.

Reprint permission. If the manuscript contains any material, either text or
illustrations, that is either exactly reproduced or adapted from a published source,
the author is responsible for obtaining written permission from the publisher of that
source work—or the person or agency holding the copyright, if not the publisher—
to reproduce the material in JADA. JADA will not reproduce such material without
written permission. The official JADA template letter (DOC) for this purpose is
available online in Microsoft Word format. The author must submit a copy of the
permission letter and provide JADA with complete citation information for the
reproduced material.

Consent forms. Any person who is clearly identified in the article (either in text or
in photographs) must sign a form indicating his or her consent to be thus depicted
in the article. This consent form (PDF) must be submitted with the manuscript.

Response to letters to the editor. An author whose article is published in JADA
Is expected to prepare a response to any letter to the editor about his or her article
that the editor deems appropriate for publication. (For further information, see the
Letters to the Editor section above under Manuscript Designation, Non-Peer-
Reviewed Material.)

Disclosure

Each author must disclose any financial, economic or professional interests that
may influence positions presented in the article. This disclosure will be published
with the article. The conflict of interest form (PDF) on which disclosure must be
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made is available online in PDF format and may be reproduced. The form must be
signed by each author and submitted with the manuscript (either scanned and
uploaded on Manuscript Central or faxed to the JADA editorial office at 1-716-829-
6053). Manuscripts submitted without the form will not be reviewed until JADA
receives the signed form.

Open Access Policy

The full text of all journal content will be open to the public at no cost
on http://jada.ada.org one year after publication and will link to PubMed Central,
the digital library of the National Institutes of Health, and to Google Scholar. This
includes all content posted on http://jada.ada.org from January 1995 through one
year prior to the present. All JADA Copyright Transfer Forms will require that the
author relinquish posting and distribution rights of their manuscripts to the ADA
prior to acceptance; otherwise, the manuscript will not be published.

Return to Top
National Institutes of Health Public Access Policy: Authors’ Responsibilities

The National Institutes of Health (NIH) Public Access Policy implements a law
passed in December 2007 that affects authors who receive funding from the NIH.
Effective April 7, 2008, the law mandates that all peer-reviewed articles that arise,
in whole or in part, from direct costs funded by NIH, or from NIH staff, that are
accepted for publication by a peer-reviewed journal—including JADA—must be
deposited with the National Library of Medicine’s PubMed Central, in the form of a
copy of the manuscript’s final version on its acceptance. NIH provides a Web site

at http://publicaccess.nih.gov that contains answers to questions authors may
have about this policy.

On or after April 7, 2008, when the author deposits the accepted manuscript with
PubMed Central, he or she should specify that the manuscript is not to be made
available until 12 months after publication (not acceptance). Thereby, the
manuscripts will be made publicly available by PubMed Central at the same time
that JADA makes its full text available to the public free of charge.
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JADA holds the copyright to all material it publishes except for material authored
solely by U.S. government employees. Please see the JADA Copyright Transfer
form (PDF) for further details.

Checklist

If any of the following statements applies to you, or any co-author of your article,
you are required to deposit your manuscript, if accepted, with PubMed Central.

directly funded by an NIH grant or cooperative agreement active in Fiscal
Year 2008 (October 1, 2007-September 30, 2008) or beyond
directly funded by a contract signed on or after April 7, 2008

directly funded by the NIH Intramural Program
. paid a salary by NIH

Author’s Preprints and Complimentary Copies

On publication, each article’s primary author will receive 25 complimentary copies
of the article. In addition, he or she will receive two copies of the JADA issue
containing the article. Before publication, the author will have an opportunity to
order additional preprints at a special prepublication discount. Otherwise, authors
may purchase reprints post-publication at the higher prevailing rate.

Reprinting of Material Published in JADA

All accepted manuscripts and their accompanying illustrations become the
permanent property of the American Dental Association, owner and publisher of
JADA, and may not be published elsewhere in full or in part, in print or
electronically, without written permission from the American Dental Association.
Any party seeking individual or multiple copies of material published in JADA must
request permission in writing from the Permissions Editor, Publishing Division,
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American Dental Association, 211 E. Chicago Ave., Chicago, lll. 60611. The
request must state exactly what material is being borrowed, the issue in which it
was published, the intended use of the material being borrowed, the name of the
publication in which the reprinted material will appear (if applicable), the print
guantity of distribution, the audience and whether the use is for financial gain.

Further guidelines on reprinting are available from the publisher.

Publicity

Any publicity (press releases, press coverage, etc.) about articles published in
JADA must be coordinated through the ADA Public Affairs Department (phone 1-
312-440-2806, e-mail mediarelations@ada.orq).

Submission Checklist

Before submitting a manuscript, the author should make sure he or she has
completed all the necessary steps.

. Electronic files of the manuscript and each table and figure should be
uploaded.
. A copyright transfer statement and a conflict of interest form, signed by

each author, should be either scanned and uploaded to JADA ScholarOne
Manuscripts or faxed to the JADA editorial office at 1-716-829-6053. Please do
not submit your forms until you submit your manuscript.

. The cover letter should indicate the JADA department to which the
manuscript is being submitted.

. The manuscript should include a structured abstract in the proper format
(according to the JADA department to which it is being submitted).

. All references should be checked for accuracy, correct format and
completeness.

. If applicable, acknowledgments should be included in the manuscript on a
separate page.

. Complete information—name, degrees, position or title, address, phone and

fax numbers, e-mail address—should be included for the corresponding author.
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