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Ribeiro, ACP. Estudo clinico, morfolégico e imunosistoquimico de carcinomas
espinocelulares em boca. Andlise comparativa entre pacientes jovens e idosos
[dissertacdo]. Aragatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual
Paulista; 2008.

Resumo

A incidéncia mundial de cancer em jovens tem aumentado e estudos
recentes mostram que o cancer de boca também segue esta tendéncia. O
objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar as caracteristicas clinicas,
histopatolégicas e imunoistoquimicas entre pacientes jovens, com idade igual
ou inferior a 40 anos, e pacientes idosos, com idade igual ou superior a 65
anos, diagnosticados com carcinoma espinocelular em lingua. Foram
selecionados 19 casos de pacientes jovens e 19 casos de pacientes idosos e
coletados dados clinicos dos prontuarios. A gradacao histologica foi realizada
utilizando os critérios de classificacdo de Bryne et al (1992), na regido do fronte
tumoral. Também foi analisada a expressdo imunoistoquimica das proteinas
Bcl-2, Cerb-b2 e Ki-67. Neste estudo foi observado maior nimero de
carcinomas espinocelulares moderadamente e pobremente diferenciados no
grupo de pacientes jovens enquanto que no grupo de idosos houve maior
prevaléncia de carcinomas bem diferenciados. Houve também no grupo de
pacientes jovens um aumento do infiltrado linfoplasmocitario. A expressao
imunoistoquimica das proteinas Bcl-2, Cerb-b2 e Ki-67 ndo mostrou diferengas
significantes no fronte tumoral entre pacientes jovens e idosos. Na amostra
estudada, foram detectadas diferencas morfoloégicas entre o grupo de pacientes
jovens e idosos, no entanto, estas diferencas ndo foram expressas de forma

significativa na analise imunoistoquimica.



Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas. Imunoistoquimica. Grupos
etéarios. Lingua.



Ribeiro, ACP. Clinical, morphological and immunohistochemical study of oral
squamous cell carcinoma. Comparative analysis between young and old

patients[dissertation]. Aracatuba: UNESP — Sao Paulo State University; 2006.

Abstract

The worldwide incidence of cancer in young is increasing and recent
studies show that the oral cancer also follows this trend. The objective of this
study was to evaluate and to compare the clinical, histopathological and
immunohistochemical features between young patients, with 40 years old or
less, and elderly patients, with 65 years old or a superior age, diagnosed with
tongue squamous cell carcinoma. Nineteen cases of young patients and 19
cases of elderly patients were selected and clinical data were collected from
medical records. The histological grading was carried out using the criteria of
classification of Bryne et al (1992) in the tumoral front region. The
immunohistochemical expression of the proteins Bcl-2, Cerb-b2 and Ki-67 was
also analyzed. In the present study, the group of young patients presented a
higher number of moderately and poor differentiated squamous cell carcinomas
whereas the elderly group had a greater prevalence of well differentiated
carcinomas. The group of young patients also showed an increase in the
lympho-plasmacytic infiltration. The immunohistochemical expression of the
proteins Bcl-2, Cerb-b2 and Ki-67 did not show significant differences in the
tumoral front region between young and elderly patients. In the studied sample,
morphological differences between the group of young and elderly patients
were detected, however, these differences were not expressed in in the

immunohistochemical analysis.



Keywords: Squamous cell carcinoma. Immunohistochemistry. Age
Groups. Tongue.
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1. Introducao*

O cancer de boca é a oitava neoplasia maligna mais freqiiente em todo o
mundo (1). No Brasil, estimam-se mais de 14.160 novos casos para 0 ano de
2008 (2).

O carcinoma espinocelular (CEC) bucal acomete principalmente homens
entre a sexta e sétima décadas de vida, sendo raro em pacientes jovens, com
idade inferior a 40 anos (3-7).

Apenas 4 a 6% de todos os casos de carcinomas espinocelulares bucais
sdo relatados em pacientes jovens (8-10). No entanto, um aumento na
incidéncia do cancer bucal em jovens vem sendo relatado em todo o mundo e
tem sido sugerido que esta é uma entidade distinta, pelo seu aparente
comportamento biol6gico mais agressivo (4, 11,12).

A gradacao histopatolégica de CECs bucais vem sendo usada na tentativa
de avaliar o comportamento biolégico do tumor. O CEC possui populagdes
celulares distintas e acredita-se que as células do fronte tumoral tenham
caracteristicas proprias quando comparadas a diversas areas do mesmo tumor
e que poderiam expressar, de forma mais precisa, 0 comportamento clinico do
tumor (13,14). No entanto, sdo poucos os estudos na literatura que comparam
pacientes jovens e idosos acometidos por CEC bucal no que diz respeito as

diferengas histopatolégicas e imunoistoquimicas no fronte tumoral.

*Normalizagdo segundo as Normas para publicagéo da Revista Journal Of Oral Pathology & Medice (Anexo B)
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2. Proposicao

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar as caracteristicas
clinicas, histopatoldgicas e imunoistoquimicas entre pacientes jovens, com
idade igual ou inferior a 40 anos, e pacientes idosos, com idade igual ou

superior a 65 anos diagnosticados com carcinoma espinocelular em lingua.
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3. Material e Métodos

Amostras estudadas

Foi realizada uma analise retrospectiva nos arquivos do Servigo de
Histopatologia Bucal da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP e
da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo — FOUSP. Foram
selecionados 19 casos de pacientes jovens, com idade igual ou inferior a 40
anos, e 19 casos de pacientes idosos, com idade igual ou superior a 65 anos,
com o diagnéstico de carcinoma espinocelular em lingua. Dos prontuéarios de
cada paciente selecionado foram coletados os seguintes dados: sexo, raca e

idade.

Avaliagcéo Histopatoldgica

Apos a selegédo dos casos, foram realizados novos cortes de 5 pum de
espessura do material arquivado. As laminas obtidas foram coradas pelo
método de Hematoxilina e Eosina e submetidas a reavaliagdo por estudo
morfoldégico em microscopia de luz por dois observadores distintos, que
aplicaram os critérios da classificacdo de Bryne et al (1992)'® na regido do
fronte tumoral. Cinco parédmetros foram avaliados individualmente:
ceratinizagédo, pleomorfismo nuclear, numero de mitoses (campo de 400X),

padrdo de invasao e infiltrado linfoplasmocitério.

Analise Imunoistoquimica
A fim de realizar as reagdes imunoistoquimicas para os anticorpos Bcl-2,

Cerb-b2 e Ki-67, foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina. Foram obtidos
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cortes de 3um de espessura e os fragmentos colocados sobre laminas
previamente tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical
Company, EUA). Os cortes foram desparafinizados, reidratados em solu¢des
com concentragbes decrescentes de etanol, e realizada a remogdo de
pigmentos formdlicos por meio da incubagdo em hidroxido de amoénia a 10%
em solugao alcodlica (etanol 95%) por 10 minutos. Realizou-se recuperagao
antigénica e, ao final, os cortes foram imediatamente lavados em agua corrente
por 10 minutos. Em seguida foram levados para a etapa de desbloqueio da
peroxidase enddgena tecidual, realizada pela incubacdo em dois banhos de 15
minutos cada em solucéo de 1:1 de peréxido de hidrogénio a 6% e etanol.

Repetida a lavagem em agua, os cortes foram imersos em solucéo de
Tris pH 7,6, acrescidos de albumina bovina a 1%, € 0s anticorpos primarios
foram incubados sobre os cortes por 30 minutos. As reagdes foram reveladas
pela diaminobenzidina (DAKO, Liquid DAB+) através da incubacao por 10
minutos. Na sequéncia os cortes foram contra-corados com hematoxilina de
Mayer.

Os anticorpos primarios, o clone, a diluicdo, o complexo terciario
utilizado para incubacao do anticorpo de ligacdo, o tratamento realizado, a
marca comercial e a origem dos anticorpos utilizados no estudo podem ser
observados na tabela 1.

Todos os passos, desde a utilizagdo dos anticorpos primarios até a
contra-coloracdo, foram realizados automaticamente com o auxilio do

equipamento Autostainer DAKO (DAKO, Carpenteria, CA, USA).
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Tabela 1. Anticorpos e protocolos utilizados no estudo.

Anticorpo Clone Diluicio Complexo Tratamento Marca
primario
Bcl-2 100 1:100 LSAB Acido citrico DakoCytomation
95¢C, 30
min.
Cerb-2  Policlonal  1:100 LSAB  Acido citrico, Santa Cruz
(Neu) 95°C, 30 Biotecnology
min.
Ki-67 MIB-1 1:75 LSAB EDTA, 95°C, DakoCytomation
30 min.

Analise dos Resultados

Apés a realizacdo das reacgdes imunoistoquimicas os resultados foram
analisados em microscopia de luz. No caso de marcagéo citoplasmatica do Bcl-
2 e Cerb-b2, as marcagdes imunoistoquicas foram analisadas por dois
observadores distintos na regidao do fronte tumoral mediante um aumento de
200 X e agrupadas nas seguintes categorias: reacao negativa e reacao
positiva.

A quantificacdao das células com positividade nuclear para Ki-67 foi
realizada utilizando-se o software LEICA Qwin (Leica Imaging Systems Ltda,
Cambridge, England). O indice de positividade foi obtido por meio da leitura
dos resultados na regiao do fronte tumoral (aumento de 400x). Um minimo de
quinhentas células, considerando as células positivas e as células negativas,
de cada caso, foram contadas manualmente e os resultados foram expressos

em porcentagem de positividade.

Analise estatistica

Para avaliar o grau de concordancia entre os observadores durante a
analise da gradacao histolégica e a intensidade de marcacao imunoistoquimica
no fronte tumoral, foi aplicado o teste Kappa com o auxilio do programa SAS
v.8.2. Para analisar a correlagdo entre os grupos de pacientes jovens e idosos
utilizaram-se os testes Qui-quadrado ou Exato de Fisher. Para analise do
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indice Ki-67 foi utilizado um teste de proporcao entre os grupos estudados. O
nivel de significancia considerado foi de 5%.
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4. Resultados

No grupo de pacientes jovens encontramos 13 (68,42%) homens e 6
(34,58%) mulheres, enquanto que no grupo de pacientes idosos encontramos
12 (63.18%) homens e 7 (36.84%) mulheres. A média de idade no grupo
jovem foi de 34,6 anos, com idade minima de 20 anos. Com relagédo a raca,
tanto no grupo de jovens quanto no de idosos, predominou a raga branca como
mostrado na tabela 2.

A andlise histopatologica do fronte tumoral utilizando os critérios de
classificagdo de Bryne et al (1992)' mostrou que no grupo de pacientes jovens
10,53% dos carcinomas foram considerados bem diferenciados, 57,89%
moderadamente diferenciados e 31,58% pobremente diferenciados, enquanto
que no grupo de idosos 52,63% foram bem diferenciados, 21,05%
moderadamente diferenciados e 26,32% pobremente diferenciados. Esta
diferenca foi estatisticamente significante (p < 0,05). A analise individual dos
fatores em cada grupo revelou aumento do infiltrado linfoplasmocitario em
pacientes jovens (p < 0,05), como é mostrado na tabela 3.

O padrdao de marcacao imunoistoquimica para a proteina Bcl-2 revelou
negatividade em 18 entre 19 pacientes jovens e em 15 entre 19 pacientes
idosos; quando comparados estatisticamente, estes resultados nao se
mostraram significantes (p>0,05). Com relacdo a proteina Cerb-b2, foi
observado positividade em 15 entre 19 amostras de pacientes com idade igual
ou inferior a 40 anos e em 9 entre 19 amostras de pacientes com idade igual ou
superior a 65 anos; estes resultados nao foram estatisticamente significantes
(p>0,05). O indice de marcacdao para o Ki-67 mostrou proliferacao celular

discretamente mais acentuada no grupo de pacientes idosos. No entanto o
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teste de proporcdo aplicado mostrou ndao haver diferencas estatisticamente

significantes (p > 0,05) (Figura 1).

Tabela 2. Distribuicdo de sexo e raca.

Numero (%) de cada grupo

Pacientes < 40 anos Pacientes = 65 anos
Sexo
Masculino 13 (68.42) 12 (63.18)
Feminino 6 (34.58) 7 (36.84)
Raca
Branca 12 (63.18) 16 (84.21)

Qutras 7 (36.84) 3 (15.79)
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Tabela 3. Distribuicao dos fatores histopatoldgicos’

Fatores Numero (%) de cada grupo

Histopatoldgicos Pacientes < 40 anos Pacientes = 65 anos  Valor-P
Diferenciacao

Bem 2 (10,53) 10 (52,63)
Moderadamente 11 (57,89) 4 (21,05) 0,0130
Pouco 6 (31,58) 5 (26,32)

Ceratinizacao 5 (26,32) 4 (21,05)

Grau 1 4 (21,05) 5 (26,32) ns”
Grau 2 4 (21,05) 5 (26,32)

Grau 3 6 (31,58) 5 (26,32)

Grau 4

Pleomorfismo Nuclear

Grau 1 0 (0) 3(15,79)

Grau 2 9 (47,37) 9 (47,37) ns
Grau 3 9 (47,37) 7 (36,84)

Grau 4 1 (5,26) 0 (0)

Mitose

Grau 1 13 (68,42) 14 (73,68)

Grau 2 5 (26,32) 3(15,79) ns
Grau 3 1 (5,26) 2(10,53)

Grau 4 0 (0) 0 (0)

Padrao de Invasao

Grau 1 0 (0) 3(15,79)

Grau 2 11 (57,89) 7 (36,84) ns
Grau 3 7 (36,84) 6 (31,58)

Grau 4 1 (5,26) 3(15,79)

Infiltrado

Linfoplasmocitario

Grau 1 3(15,79) 8 (42,11)

Grau 2 8 (42,11) 2(10,53) 0,0184
Grau 3 5 (26,32) 9 (47,37)

Grau 4 3 (15,79) 0(0)

* Bryne et al (1992)
"ns: néo significativo (Testes Qui-quadrado ou Fischer)
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Figura 1. Fotomicrografias mostrando as caracteristicas morfologicas e
marcacgdes imunoistoquimicas na regiao do fronte tumoral em pacientes jovens
e idosos. A. Aspectos morfolégicos em HE (200X) — pacientes jovens. B.
Aspectos morfolégicos em HE (200X) — pacientes idosos. C. Bcl-2 (200X) —
pacientes jovens. D. Bcl-2 (200X) — pacientes idosos. E. Cerb-b2 (200X) —
pacientes jovens. F. Cerb-b2 (200X) — pacientes idosos. G. Ki-67 (400X) —
pacientes jovens. H. Ki-67 (400X) — pacientes idosos.
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5. Discussao

Um aumento na incidéncia de cancer bucal esta sendo relatado em todo o
mundo. Sugere-se que tanto a etiologia quanto a patogénese do CEC bucal
diferem entre pacientes jovens e idosos, principalmente devido ao curto
periodo de exposicao a agentes carcinogénicos, a provavel auséncia de lesbes
potencialmente malignas preexistentes e ao seu aparente comportamento
bioldgico mais agressivo (3-5,11,15).

O CEC bucal ocorre mais freqientemente em homens do que em mulheres
(12,16). Entretanto, quando analisamos os dados da literatura relacionados a
distribuicdo de sexos em pacientes jovens com cancer de boca, encontramos
divergéncias. Kuriakose et al (1992)"" encontraram uma maior prevaléncia em
mulheres, com uma propor¢éo de 1 para 1,2 em um grupo de pacientes com
idade igual ou inferior a 35 anos. No presente estudo, 68,42% dos casos de
CEC em pacientes jovens foram observados em homens e 34,58%
diagnosticados em mulheres, achados semelhantes aos de Sasaki et al
(2005)'® que observaram uma maior incidéncia no sexo masculino em
amostras de pacientes com até 40 anos.

Kuriakose et al (1992)'" sugerem que o CEC bucal em pacientes jovens
tende a ser menos diferenciado histologicamente quando comparado ao CEC
bucal, que acomete pacientes idosos. No presente estudo, ao analisar o fronte
tumoral, observou-se que no grupo de pacientes jovens o maior nimero das
amostras foi classificado como moderadamente diferenciado (57,89%) e
pobremente diferenciado (31,58%). No entanto, no grupo de pacientes idosos
52,63% foram classificadas como bem diferenciados, 21,05% moderadamente

diferenciados e 26,32% pobremente diferenciados (p < 0,05). Regezi et al
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(1999)"°, ao analisarem os padrdes morfolégicos de uma amostra de pacientes
com idade inferior a 35 anos e compara-los aos padrdes morfolégicos de
pacientes com idade superior a 75 anos, nao obtiveram diferencas
estatisticamente significantes; o mesmo ocorreu no estudo de Sasaki et al
(2006)'? ao analisarem uma amostra de pacientes jovens com idade inferior a
40 anos e compara-la com idosos. Esses achados reforgam a importancia de
se desenvolver novos estudos que busquem compreender melhor a
patogénese do CEC bucal em jovens, a fim de se obter resultados mais
confiaveis em relacdo as possiveis diferencas de classificacdo morfologica
entre os dois grupos. A andlise individual dos critérios estabelecidos por Bryne
et al (1992)" na regido do fronte tumoral, em cada um dos grupos constatou
um aumento do infiltrado linfoplasmocitario no grupo de pacientes jovens (p <
0,05). Este achado pode sugerir uma menor diferenciacao celular neste grupo,
pois recentes estudos de Suwa et al (2006)'" e Keberle et al (2003)'® sugerem
que pacientes acometidos por CECs bucais com intenso infiltrado
linfoplasmocitario apresentem maior incidéncia de metastase regional para
linfonodos cervicais.

A carcinogénese pode estar relacionada nao apenas ao aumento da
proliferacao celular, mas, também, a diminuicdo da morte celular (apoptose)
(Loro et al 1999"). Uma das proteinas que tem sido relacionada a
carcinogénese por prevenir a morte celular e aumentar a taxa de divisao celular
é a Bcl-2 (20,21). Popovic et al (2007)?' e Loro et al (1999)'°, ao analisarem
casos de cancer bucal, encontraram uma associacao entre a baixa expressao
da Bcl-2 e um melhor prognéstico. Entretanto, Lo Muzio et al (2003)*

observaram que a baixa expressividade da Bcl-2 foi diretamente relacionada a
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um pior prognostico do paciente. No presente estudo, observou-se 18
pacientes jovens e 15 pacientes idosos com auséncia da expressao da
proteina Bcl-2. Embora estes resultados ndo tenham sido estatisticamente
significantes, houve uma menor expressdo de Bcl-2 no grupo de pacientes
jovens, o que poderia estar relacionado com o maior numero de carcinomas
pobremente diferenciados neste grupo.

O Cerb-b2 é um dos membros da familia de crescimento epidermal (ErbB)
de receptores transmembranicos com atividade tirosino quinase. Todos os
membros desta familia estdo envolvidos na regulacdo do crescimento,
diferenciacao ou migracao celular. A expressdo aumentada do Cerb-b2 esta
sendo associada a um pior comportamento clinico em varios céanceres
humanos, incluindo o carcinoma espinocelular bucal (23-27). Ulanovski et al
(2004)®°, ao analisarem 27 amostras de CECs de lingua encontraram
correlacdo entre a positividade do Cerb-b2 e carcinomas pobremente
diferenciados. Observou-se, neste estudo, positividade para o Cerb-b2 em 15
pacientes jovens e em 9 pacientes idosos, embora estes achados nao tenham
sido estatisticamente significantes. Assim como na imunomarcagao para o Bcl-
2, estes resultados poderiam relacionar-se ao maior numero de carcinomas
pobremente diferenciados no grupo de jovens.

O antigeno Ki-67 € uma proteina nuclear expressa, principalmente, durante
as fases S e G2 do ciclo celular. Somente as células em proliferacao
expressam Ki-67, ao contrario das células quiescentes (fase GO do ciclo
celular) que nao produzem esta proteina (14,27-29). Elevados indices de Ki-67
sao observados em CECs e correlacionados com a progressao da doenca e

com um pior prognéstico (14). Surpreendentemente, neste estudo observou-se
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uma marcacao discretamente mais acentuada no grupo de pacientes idosos.
Este fato contrasta com os achados anteriores, que relacionavam o grupo de
pacientes jovens a uma menor diferenciagdo celular e sugeriam maior
proliferacao.

Derka et al (2006)®, ao realizarem um estudo experimental em
carcinogénese bucal em hamsters, constataram um aumento do indice de Ki-
67 nos estdgios iniciais da oncogénese e uma diminuicdo em carcinomas
menos diferenciados. Estes achados sao contrastantes com outros varios
estudos da literatura (14, 27, 29), que relataram um aumento da expressao do
Ki-67 acompanhando, a progressao da displasia epitelial para o CEC bucal.
Esta discrepancia pode ser atribuida, em parte, ao pequeno numero de casos

das amostras estudadas.
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6. Conclusoes

1.

3.

No grupo de pacientes jovens com carcinoma espinocelular de lingua
estudado houve maior prevaléncia em homens da raca branca, nao
diferindo do grupo de pacientes idosos.

Embora o grupo de pacientes jovens com carcinoma espinocelular bucal
tenha apresentado menor diferenciacdo celular, o grupo de pacientes
idosos apresentou uma tendéncia maior para proliferagéo celular;

Néo foram detectadas diferencas significantes entre a expressividade
das proteinas Bcl-2, Cerb-b2 e Ki-67 no fronte tumoral de pacientes
jovens e idosos;

Diferencas morfologicas entre o grupo de pacientes jovens e idosos
foram detectadas, no entanto ndo foram expressas de forma

significativa na analise imunoistoquimica.
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Materials and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the
references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced. As a
condition of publication, authors are required to make materials and methods used freely
available to academic researchers for their own use. This may for example include antibodies
etc. Other supporting data sets must be made available on the publication date from the authors
directly.

(i) Clinical trials: Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines
available at www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be
included in the submission material.
Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts
reporting from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public
clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/,
http://isrctn.org/. The clinical trial registration number and name of the trial register
will then be published with the paper.

(i) Experimental subjects: Experimentation involving human subjects will only be
published if such research has been conducted in full accordance with ethical
principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki (version,
2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the
country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above
mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has been
independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.
Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether
appropriate procedures have been used.
When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should
be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute
of Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental
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procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November
1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations.

(iii)  Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (town,
state/county, country) included.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not
repeat in the text all the data in the tables, illustrations, or both: emphasize or summarize only
important observations.

Discussion: Emphasize the new and important aspects of the study and conclusions that follow
from them. Do not repeat in detail data given in the Results section. Include in the Discussion
the implications of the findings and their limitations and relate the observations to other relevant
studies.

Main Text of Review Articles comprise an introduction and a running text structured in a
suitable way according to the subject treated. A final section with conclusions may be added.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other
than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions. See also above under Ethical Guidelines.

Conflict of Interest Statement: All sources of institutional, private and corporate financial
support for the work within the manuscript must be fully acknowledged, and any potential grant
holders should be listed. Please see Conflicts of Interest for generally accepted definitions on
conflict of interest? See also above under Ethical Guidelines.

5.4. References

References should be kept to the pertinent minimum and numbered consecutively in the order
in which they appear in the text. Identify references in text, tables, and legends by Arabic
numerals (in parentheses). References cited only in the tables or figure legends should be
numbered in accordance with a sequence established by the first identification of that figure or
table in the text. Use the style of the examples below, which are based on the formats used in
Index Medicus. Try to avoid using abstracts as references. Include manuscripts accepted, but
not published; designate the abbreviated title of the journal followed by (in press). Information
from manuscripts not yet accepted, should be cited in the text as personal communication. The
references must be verified by the author(s) against the original documents. Titles should be
abbreviated in accordance with the style used in Index Medicus and the Vancouver System.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:
www.endnote.com/support/enstyles.asp . Reference Manager reference styles can be searched
for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

Examples of the Journal's reference style:
(1) Standard journal article

(List all authors when 6 or less; when 7 or more, list only the first 3 and add et al.)
BUCHNER A, SCIUBBA JJ. Peripheral epithelial odontogenic tumors: a review. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol 1987; 63: 688-97.

HEINIC GS, GREENSPAN D, MACPHAIL LA, et al. Oral Histoplasma capsulatum infection
in association with HIV infection: a case report. J Oral Pathol Med 1992; 21: 85-9.
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(2) Corporate author

European Collaborative Study. Risk factors for mother-to-child transmission of HIV-1.
Lancet 1992; 339: 1007-12.

(3) No author given
Anonymous. "The importance of being early' [leader]. Br Dent J 1991; 170: 167.
(4) Journal supplement

MJLLER-PETERSEN J. Evaluation of diagnostic tests. Design and phases. Scand J Clin
Lab Invest 1992; 52: suppl. (208): 35-50.

CROSS SS, SCHOLFIELD JH, KENNEDY A, COTTON DWK. Measuring the fractal
dimension of tumour borders. J Pathol 1992; 168: 117A (abstr).
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(6) Book

PINDBORG JJ. Atlas of diseases of the oral mucosa. Copenhagen: Munksgaard, 1992: 50-
66.

(7) Chapter in a book

VAN DER WAAL |. Salivary gland neoplasms. In: PRABHU SR, WILSON DF, DAFTARY
DK, JOHNSON NW, eds. Oral diseases in the tropics. Oxford: Oxford Medical, 1992; 478-
86.

(8) Published proceedings paper
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(9) Agency publication
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(10) Dissertation or thesis
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a. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each table on a
separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should be given to the
proportions of the printed page.



Anexos 53

Figures: All figures should clarify the text and their number be kept to a minimum. Text on
figures should be in CAPITALS. Line drawings should be professionally drawn; half-tones
should exhibit high contrast.

All figures and artwork must be provided in electronic format. Please save vector graphics
(e.g. line artwork) in Encapsulated Postscript Format (EPS) and bitmap files (e.g. half-
tones) or clinical or in vitro pictures in Tagged Image Format (TIFF). Detailed information on
our digital illustration standards can be found at
www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp

Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data presented in
small tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text instead.
Figures should not contain more than one panel unless the parts are logically connected.

Figures divided into parts should be labeled with a lower-case, boldface, roman letter, a, b,
and so on, in the same type size as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should
be in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a single space
between the number and unit, and follow SI nomenclature common to a particular field.
Unusual units and abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale
bars should be used rather than magnification factors, with the length of the bar defined in
the legend rather than on the bar itself. In general visual cues (on the figures themselves)
are preferred to verbal explanations in the legend (e.g. broken line, open red triangles etc).

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent the
final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs)
files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not
use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi
(halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below).
EPS files should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300
dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Blackwell Publishing's guidelines for figures:
www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp.

Check your electronic artwork before submitting it:
www.blackwellpublishing.com/bauthor/eachecklist.asp.

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must
be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain
these in writing and provide copies to the Publishers.

Figure Legends: should be a separate section of the manuscript, and should begin with a
brief title for the whole figure and continue with a short description of each panel and the
symbols used: they should not contain any details of methods.

b. Supplementary Material

Supplementary Material, such as data sets or additional figures or tables, that will not be
published in the print edition of the journal, but which will be viewable via the online edition,
can be submitted.

It should be clearly stated at the time of submission that the Supplementary Material is
intended to be made available through the online edition. If the size or format of the
Supplementary Material is such that it cannot be accommodated on the journal's Web site,
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the author agrees to make the Supplementary Material available free of charge on a
permanent Web site, to which links will be set up from the journal's Web site. The author
must advise Blackwell Publishing if the URL of the Web site where the Supplementary
Material is located changes. The content of the Supplementary Material must not be altered
after the paper has been accepted for publication.

The availability of Supplementary Material should be indicated in the main manuscript by a
paragraph, to appear after the References, headed "Supplementary Material" and providing
titles of figures, tables, etc. In order to protect reviewer anonymity, material posted on the
authors Web site cannot be reviewed. The Supplementary Material is an integral part of the
article and will be reviewed accordingly.

6. After Acceptance

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the
Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

Proofs will be sent via e-mail as an Acrobat PDF (portable document format) file. The e-mail
server must be able to accept attachments up to 4 MB in size. Acrobat Reader will be
required in order to read this file. This software can be downloaded (free of charge) from the
following Web site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.

This will enable the file to be opened, read on screen, and printed out in order for any
corrections to be added. Further instructions will be sent with the proof. Proofs will be
posted if no e-mail address is available; in your absence, please arrange for a colleague to
access your e-mail to retrieve the proofs.

Proofs of the paper should be corrected, signed and returned without delay. Please ensure
that you can be contacted during this time. As changes to proofs are costly, we ask you to
only correct typesetting errors. Please note that the author is responsible for all statements
made in his work, including changes made by the copy editor.

6.2 Early Online Publication Prior to Print

Journal of Oral Pathology & Medicine is covered by Blackwell Publishing's OnlineEarly
service. OnlineEarly articles are complete full-text articles published online in advance of
their publication in a printed issue. OnlineEarly articles are complete and final. They have
been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections
have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after
online publication. The nature of OnlineEarly articles means that they do not yet have
volume, issue or page numbers, so OnlineEarly articles cannot be cited in the traditional
way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be
cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains
valid and can continue to be wused to cite and access the article.

6.3 Online Production Tracking

Online production tracking is available for your article through Blackwell's Author Services.
Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted - through
the production process to publication online and in print. Authors can check the status of
their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of production.
The author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have
their article automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail
address is provided when submitting the manuscript. Visit
www.blackwellpublishing.com/bauthor for more details on online production tracking and for
a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation, submission and more.
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6.4 Author Material Archive Policy

Please note that unless specifically requested, Blackwell Publishing will dispose of all
hardcopy or electronic material submitted two months after publication. If you require the
return of any material submitted, please inform the editorial office or production editor as
soon as possible.

6.5 Offprints

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to the
corresponding author, and may be distributed subject to the Publisher's terms and
conditions. Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following
link, fill in the necessary details and ensure that you type information in all of the required
fields: Offprint Cosprinters If you have queries about offprints please email
offprint@cosprinters.com

6.6 Author Services

For more substantial information on the services provided for authors, please see Blackwell
Publishing Author Services.
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