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RESUMO

A pesquisa do virus da Hepatite C (HCV) em outros fluidos corporais
além do sangue é importante quando se avalia a existéncia de outras possiveis
vias de transmissao, afinal cerca de 40% dos pacientes contaminados nao
apresentam historia de exposi¢do por via parenteral. A presenca do RNA do
HCV (RNA-HCV) na saliva de individuos infectados foi observada em alguns
trabalhos e esta vem sendo sugerida como uma possivel via de transmissao.
No entanto, o papel dos fluidos orais na transmissdo do HCV permanece
controverso. O objetivo deste trabalho foi identificar o HCV-RNA na saliva e no
soro de pacientes anti-HCV positivos. Foi realizado um estudo transversal com
uma amostra de conveniéncia composta por 50 pacientes atendidos no Setor
de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco (HC-UFPE) no
periodo de junho a setembro de 2011. Amostras de sangue e saliva foram
coletadas e processadas. O HCV-RNA foi extraido e uma aliquota utilizada na
RT-PCR. O HCV-RNA foi detectado em 82% (41/50) das amostras de soro e
em 0% das amostras de saliva. Pela metodologia empregada neste trabalho,
nao houve presenca do HCV-RNA em saliva.

Palavras- chave: Hepatite C, Saliva, RT-PCR, Anticorpos Anti-Hepatite C



ABSTRACT

The research of hepatitis C virus (HCV) in other body fluids than blood is
important when evaluating the existence of other possible ways of transmission,
at last about 40% of infected patients have no history of exposure parenterally.
The presence of RNA of HCV (HCV-RNA) in the saliva of infected individuals
was observed in some studies, and this has been suggested as a possible way
of transmission. However, the part of the oral fluid in the transmission of HCV
remains controversial. This study researched the presence of HCV-RNA in
saliva and serum of patients with seropositive for the virus (anti-HCV positive).
A cross-sectional study was conducted with a convenience sample comprised
50 patients treated at the Gastroenterology sector at Hospital das Clinicas in
Pernambuco (HC-UFPE) during June-September 2011. Samples of serum and
saliva were collected and processed. Extraction was performed and an aliquot
used in RT-PCR. The HCV-RNA was detected in 82% (41/50) serum samples
and in 0% saliva samples. For the methodology used in this study, there was no

presence of HCV-RNA in saliva.

Key-words: Hepatitis C, Saliva, RT-PCR, Antibodies Anti-Hepatitis C
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INTRODUCAO

O virus da hepatite C (HCV) é um virus RNA da familia Flaviviridae,
identificado em 1989' e hoje reconhecido como uma das principais causas de
doenca hepatica no mundo. A infeccdo causada pelo HCV representa um grave
problema de saude publica, devido o longo periodo de infeccdo assintomética,
que faz com que o individuo ndo tome conhecimento da doenca e, assim, nao
procure atencdo especializada precocemente. Além disso, a sua capacidade de
tornar-se cronica em até 85% dos infectados, aumenta o risco de
desenvolvimento de complicagcbes graves, como cirrose, carcinoma
hepatocelular e faléncia hepética podendo levar o individuo a 6bito?.

As estimativas apontam para prevaléncia global em torno de 2% a 3%,
ou seja, entre 123 e 170 milhdes de pessoas infectadas pelo HCV em todo o
mundo®. Apesar da hepatite C ser considerada endemia mundial, existe um
elevado grau de variacdo geografica de sua distribuicdo. No Brasil, segundo
dados do Ministério da Saude, estima-se que 1,5% da populacdo seja
portadora do virus®.

A exposicdo ao HCV ocorre geralmente em idades mais avancadas *.
Esta maior prevaléncia, observada apds os 50 anos de idade sugere infeccao
em um passado distante, com tendéncia de a maioria dos casos se
concentrarem entre os idosos. Ainda ndo existe vacina devido a quantidade de
gendtipos diferentes®®. A terapia empregada, além de causar diversos efeitos
colaterais que diminuem a qualidade de vida dos pacientes, nem sempre €&
capaz de erradicar o virus, sendo a melhor alternativa evitar comportamentos

de risco’.
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O diagnéstico da hepatite C é feito através de testes soroldgicos que
detectam anticorpos virais® e testes de biologia molecular. Existem trés tipos de
testes no mercado: o ELISA (ensaio imunoenzimatico), que detecta anticorpos
anti-HCV; o RIBA (ensaio imunoblot recombinante), que forma reacdes de
antigeno-anticorpo quando o sangue do paciente € colocado em contato com
peptideos recombinantes virais; e a PCR (reagdo em cadeia da polimerase),
método molecular que detecta 0 HCV-RNA® e é considerado o padrdo ouro de
diagnéstico®.

A transmissdo do virus ocorre classicamente através da via parenteral,
sendo considerados grupos de risco individuos que receberam transfuséo
sanguinea ou hemoderivados, usuarios de drogas intravenosas, tatuados,
pacientes em hemodidlise ou os que foram submetidos a outras exposicdes
percutaneas. O compartilhamento de laminas de barbear e de escovas dentais
também tem sido sugerido como capazes de transmitir o virus’.

Apesar da transmissdo do HCV através da exposicao parenteral estar
bem documentada na literatura, cerca de 40%'? dos pacientes contaminados
ndo apresentam histdria de exposicdo por esta via. Diante destes fatos, varios
estudos vém sendo realizados com a finalidade de estabelecer outras possiveis
vias de transmisséo.

De acordo com Chen et al.’®, 0 HCV-RNA esta presente na saliva de
pelo menos 25% dos individuos infectados, com carga viral plasmatica sendo o
tnico fator preditivo conhecido™®. Questdes como o mecanismo através do qual
o0 virus entra na saliva, o significado clinico deste achado e a possivel
transmissao do HCV através da exposicéo a este fluido corporal, permanecem

incertos®?. Observacdes clinicas sobre a transmissdo do virus C através de
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mordidas humanas, com producdo de ferida, foram relatadas na literatura,
assim como a associacao de patologias bucais e a presengca do HCV na
saliva®. Abe'®, em estudo experimental, testou esta via de transmissdo através
da inoculacdo de saliva contaminada por HCV em chipanzés e confirmou a
transmissao viral aos animais receptores.

Estudos tém sugerido que a replicacdo deste virus ocorre também nas
células  mononucleares  sanguineas  periféricas’®, nas  glandulas

submandibulares e em células epiteliais da mucosa oral*’

tornando-o presente
na secrecdo salivar dos infectados'®. Entretanto, outras fontes possiveis de
HCV na cavidade oral podem incluir o fluido do sulco gengival e a migragao de
células mononucleares da inflamagcéo periodontal na interface dentogengival®®.
Divergentes resultados encontrados na literatura acerca da presenca de
HCV-RNA na saliva podem ser explicados pelas diferentes técnicas utilizadas
para coleta, estogue, manuseio das amostras, métodos diagndsticos e
especialmente pela separacdo de células da saliva®, refletindo a necessidade
da realizacdo de mais estudos que possam contribuir para a determinacao do
real papel da saliva na transmissdo do HCV?. Além disto, se tal virus é
consistentemente detectado na saliva, e o0s niveis em fluidos orais
correlacionam-se com os do sangue, a coleta de saliva proporcionaria um meio
simples, barato e n&o-invasivo de detectar’ e monitorar a hepatite C. Diante

disto, nosso objetivo foi pesquisar a presenca do HCV-RNA no soro e na saliva

de pacientes anti- HCV positivos.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE
n°117/10) e todos 0s pacientes assinaram termos de consentimentos livres e
esclarecidos desenvolvidos para este fim.

O trabalho consistiu em um estudo transversal. A amostra de
conveniéncia foi composta por 54 pacientes atendidos no ambulatério de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco no periodo de
junho a setembro de 2011.

Para ser incluido no estudo o paciente deveria apresentar sorologia
positiva (anti-HCV) previamente realizada no servico onde estava em
acompanhamento e ndo estar fazendo uso de drogas antivirais ha pelo menos
1 ano. Foram excluidos do estudo aqueles co-infectados com HBV ou HIV uma
vez que a co-infeccdo diminui os niveis séricos virais??, os que faziam uso de
medicamentos que alteram o fluxo salivar normal.

Foi realizada coleta de dados dos prontuarios dos pacientes, tais como
gendtipo (daqueles que ja apresentavam tal resultado), sexo, idade,
complicagbes decorrentes da virose e comportamentos de risco e
suscetibilidade.

A coleta de sangue e saliva foi realizada baseada no protocolo descrito
por Gongalves et al®>. Cada paciente foi submetido a puncdo venosa para
coleta de 5 a 10 mL de sangue, em tubos de Vacuotainer seco. Para a coleta
da saliva o paciente deveria estar sem beber, comer ou fumar por um periodo

minimo de 60 minutos. Sentado em uma cadeira comum foram instruidos a
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mastigar um fragmento de borracha macia (usada para garrote braquial, com
0,5 cm de diametro e 1,0 cm de comprimento e estéril) durante dois a trés
minutos apos os quais a saliva foi coletada em um funil de 10 cm de diametro
colocado sobre um tubo de ensaio. Inspecdo visual da cavidade oral foi
realizada previamente, no intuito de identificar lesbes ou alteracdes que
sangrassem. Em nenhuma amostra foi identificada presenca de sangue. Apds
a coleta, as amostras de sangue e saliva foram encaminhadas ao setor de
virologia do laboratério de Imunopatologia Keiso-Asami (LIKA-UFPE). As
amostras de sangue foram centrifugadas a 1600 rpm por 15 minutos, em um
periodo de no méaximo duas horas apos a coleta, para separacdo do soro. As
de saliva foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e as células
desprezadas. Os soros e o0s sobrenadantes da saliva foram entdo
armazenados a -80°C. O prazo maximo entre a coleta e 0 armazenamento das
amostras foi de 2 horas .

O RNA foi extraido seguindo as instru¢des do Qiamp viral RNA isolation
kit (Qiagen). Foi utilizada a técnica de RT-PCR aninhado como descrito por
Chan e colaboradores®®, com modificacées.

Sintese _do DNA complementar. A sintese da primeira fita de DNA

complementar (cDNA) foi realizada com 4 uL da amostra do RNA extraido,
utilizando-se 1uL de transcriptase reversa (10.000 U, Promega, Madison wi
USA), 4 puL de tampao 5x, 1yl (10 pmol/ul) do “primer’ 209
(ATACTCGAGGTGCAGGGTCTACGAGACCT), 1yl (10 mM) de cada
nucleotideo trifosforilado, 0,5 ul (2.500U) do inibidor de RNAse (RNAsin,
Promega, Madison wi USA). Com volume final (VF) de 20u. Com

termociclagem de 25°C por 5 minutos, 42°C por 1 hora e 70°C por 10 minutos.
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As amplificacdes pela PCR. A técnica utilizada foi a Nested-PCR que

confere melhor eficiéncia e especificidade a reacdo e a regido amplificada a
5NCR. A primeira amplificagdo foi feita tomando-se 2 ul do cDNA o qual foi
colocado em uma mistura contendo 5ul do tampé&o 5x, 5ul (25mM) de MgClI2,
0,5ul (10 mM) de cada nucleotideo trifosforilado, 1ul (10 pmol/ul) dos “primers”
939 (CTGTGAGGAACTACTGTCTT) e 209 e 0,35 ul (500U) da Tag DNA
polimerase (Promega, Madison wi USA). Com VF de 25ul. A mistura foi ciclada
em um termociclador (Axygen, Maxigene Gradient) a 94 °C durante 2 minutos,
35 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 50° C por 1 minuto , 72° C por 1
minuto; 1 ciclo a 72° C por 10 minutos .

A segunda amplificacdo pela PCR e termociclagem foram realizadas de
modo semelhante ao descrito acima, mas usando como iniciadores o0s
“primers” 940 (TTCACGCAGAAAGCGTCTAG) e 211
(CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(2%),em aparelho Major Science, Minis 300 VS, corados com blue Green,
visualizados através de transluminador UV e as imagens foram capturadas em

um digitalizador de imagens (Fotodocumentador, Lab Trade) .
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RESULTADOS

A populacdo estudada foi composta por 54% de pessoas do sexo feminino,
com idade média de 56 anos, a maioria na sexta década de vida (34%). Entre
os fatores relatados que conferem maior suscetibilidade a infec¢éo pelo HCV, a
transfusdo sanguinea foi a mais observada (38% dos casos). Entretanto,
22%(Tabela 2) ndo relataram historico de exposi¢cdo por via parenteral. Em 8
casos ja haviam complicacbes decorrentes da virose, tais como fibrose
hepética (4 casos), varizes hemorragicas (3 casos) e cirrose (1 caso). Dos 50
pacientes anti-HCV positivos, 82% (41/50) foram HCV-RNA positivos e destes
29 ja haviam sido genotipados no servico onde estavam em acompanhamento,
sendo 21 do gendtipo 1 e 8 do gendtipo 3. Em todos os casos de complicacdes
0S pacientes apresentavam o genétipo 1. Em relacdo a saliva, 0 HCV-RNA néo

foi identificado em nenhuma amostra.
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DISCUSSAO

A principal fonte de aquisicdo do HCV relatada em nosso estudo foi a
transfusdo sanguinea realizada antes do ano de 1993 (38%), época em que
testes soroldgicos para o virus ndo eram realizados em doadores. Este achado
foi semelhante ao reportado na literatura. Schmidt, * em estudo realizado em
1997 observou que 42% dos infectados pertenciam a este mesmo grupo de
risco, assim como Birgel®, que em trabalho mais atual publicado em 2011
observou uma frequéncia de 37%. No entanto, para 22% dos pacientes a fonte
de infeccdo era desconhecida, nenhum histérico de exposicdo por via
parenteral foi relatado, uma frequéncia inferior a indicada em outros estudos,
geralmente em torno de 40%%.

Nem todos os individuos que se expdem ao HCV e apresentam o anti-
HCV positivo desenvolvem a infeccéo, identificada por uma PCR positiva. A
deteccdo da infeccdo por este virus no presente estudo foi baseada na
amplificacdo por RT-PCR de fragmentos a partir do 5NCR, a regido mais
conservada no seu genoma viral?®?"?®_ A frequéncia do HCV-RNA no soro foi
de 82% (41/50), confirmando que a infeccao ativa pelo HCV desenvolve-se em
uma grande proporcao dos pacientes expostos. Esta frequéncia observada foi
similar & reportada em outros estudos no pais. Silva et al.?°,utilizando a mesma
técnica aqui utilizada, detectaram o HCV-RNA em 65,4% das suas amostras.

Gongalves et al.?®

, em estudo semelhante, porém utilizando amostras de
plasma, observaram uma frequéncia de 82%. No entanto, a positividade para o
HCV-RNA nédo pode ser excluida pela metodologia aqui utilizada. Estudos
recentes tém sugerido que a deteccdo do HCV no soro ou no plasma é

subestimada, e 0 uso de outras amostras, incluindo amostras total de sangue e
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do tecido do figado tém sido recomendados para aumentar a sensibilidade de
deteccéo® .

J& foi observado que o teste para RNA do HCV na saliva é menos
sensivel do que o teste no soro® e uma grande variabilidade na frequéncia de

deteccdo do HCV-RNA na saliva é reportada na literatura, com resultados

variando de 0 a 100%%.

Estudos anteriores demonstraram a presengca de HCV-RNA em
leucécitos e células epiteliais presentes na saliva de pacientes com hepatite

1
|18

C?. Takamatsu et al.*®, Wang et al.*®, Harle et al.**, Biasi et al.*®, Arrieta et

al.'’e Lins et al.%®

relataram em seus estudos uma frequéncia de 100% na
deteccdo de HCV-RNA na saliva de pacientes soropositivos para o HCV
utilizando amostras de saliva total (sem centrifugacéo). Porém, nestes estudos
amostras muito pequenas foram utilizadas (entre 1 e 9 casos) 0 que
impossibilita uma extrapolacdo desses resultados para a populacao.
vanDoornum®’ utilizando amostras de saliva total de 102 individuos n&o

observou nenhum caso positivo. Além disto, este tipo de metodologia revelou

em alguns estudos, casos de falso-positivos por motivos ainda obscuros®.

Em nosso estudo, amostras de saliva livre de células foram utilizadas no
intuito de excluir a possibilidade de falso-positivos. Ndo foi encontrada
nenhuma amostra positiva para o HCV-RNA, corroborando com os achados de

Hsu®®

, e Fried® que também ndo detectaram a presenca do HCV-RNA em
amostras semelhantes. Por outro lado, Goncalves et al.*® em estudo
empregando a mesma metodologia aqui utilizada, observou uma frequéncia de

HCV-RNA de 25%, resultado idéntico ao reportado por Chen* em 1995.
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Diversos estudos tém comparado a presenca do HCV-RNA na saliva a
carga viral, encontrando associacbes positivas entre estes fatores®**' e
também associacdes negativas****. Pastore et al.?® detectaram o RNA do HCV
em quase 40% das amostras de saliva de individuos cronicamente infectados e
observou que a presenca do HCV-RNA na saliva foi significativamente
relacionado com os niveis de viremia no soro e o gendtipo. Hermida et al.** em
um estudo similar utilizando nested RT-PCR para detectar o RNA do HCV em
amostras de saliva de 61 pacientes infectados encontraram uma relagéo
estatisticamente significante entre a carga viral do HCV no plasma e na saliva
(P <0,001). Em estudo realizado em um sujeito com infeccdo aguda por HCV
detectou-se a presenca do HCV-RNA na saliva durante o curso clinico da
infeccdo somente quando sua carga viral encontrava-se elevada no soro, apos
uma diminui¢éo rapida a excrec¢do pela saliva ndo foi observada, demonstrando
que a presenca do HCV-RNA na saliva é um processo dinamico**. Tal fato,

explicaria a discrepancia nos achados das diversas pesquisas. Porém, neste

trabalho a carga viral ndo foi avaliada.

Desde a identificagdo do HCV por Choo' e colaboradores mais de 80
genatipos diferentes foram identificados. A distribuicdo varia de acordo com a
localizacdo geografica e os gendtipos 1,2 e 3 e seus subtipos séo distribuidos
por todo o mundo®. Em nosso estudo foi observado um predominio do
gendtipo 1 (21/29) seguido do gendtipo 3 (8/29) resultado semelhante ao ja

descrito em outros estudos no pais %%,

Pesquisas sugerem que as
caracteristicas clinicas da doenca no figado dependem do genétipo do HCV'"
20O gendtipo 1 vem sendo associado a doencas de maior gravidade com

evolucdo para cirrose hepética e cancer primario do figado®. Entretanto,
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observou-se em nosso estudo, que em todos os casos de complicacdes
decorrentes da infeccdo pelo HCV todos os pacientes pertenciam ao genotipo

1.
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CONCLUSAO

O HCV-RNA foi detectado em 82% das amostras de soro dos pacientes
anti-HCV positivos e ndo foi detectado em nenhuma das amostras de saliva
destes individuos.
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APENDICES

APENDICE A: TABELA

TABELA 1: Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de RT-PCR

Primers Sequéncia

209 ATACTCGAGGTGCACGGTCTACGAGACCT
211 CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT

939 CTGTGAGGAACTACTGTCTT

940 TTCACGCAGAAAGCGTCTAG

TABELA 2: Distribuicdo dos pacientes com anti-HCV positivos segundo

comportamento de suscetibilidade a infeccao

Comportamento total de pacientes % de pacientes
Transfusao 19 38
Uso de drogas 8 16
Tatuagem 3 6
Hemodialise 4 8

Durante atendimento

odontoldgico 2 4
Manicure 2 4
Acidente ocupacional 1 2

N&ao relatou nenhum dos

comportamentos acima 11 22




APENDICE B: Questionario da Pesquisa

FICHA CLINICA

Nome:

35

Data: Registro Geral: N° do Paciente:

Filiacao:

Data de Nascimento: / / Idade: anos e

Género: Estado Civil: Profissao:

meses

Identidade: CPF:

Endereco:

Telefone:

Médico Responsavel:

Passado Clinico:

Passado Cirurgico:

Histoérico Familiar:

QP/HDA:
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APENDICE C: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo De Consentimento Livre e Esclarecido — Grupos de Estudo

Titulo da pesquisa: PESQUISA DA EXCREGAO SALIVAR DO VIRUS DA HEPATITE C ATRAVES
DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Orientadora: Profa. Dra. Jurema Freire Lisboa de Castro

Co-orientadora: Profa. Dra. Rosangela Coelho

Convidamos vocé para participacdo na pesquisa realizada pela cirurgia-
dentista Cristiane Araujo Simdes, aluna do Programa de PoOs-graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal de Pernambuco, intitulada: Pesquisa da
excrecdo salivar do virus da hepatite C através da reacao em cadeia da polimerase.

Sua participacdo podera envolver um pequeno risco de constrangimento
durante a coleta da saliva, ou pequena sensacao dolorosa durante a coleta do
sangue, mas ndo envolvera nenhum tipo de obrigacdo, da mesma forma que néo
interferira em seu tratamento e atendimento, ndo haver4 qualquer tipo de
compensacao financeira e vocé podera desistir de participar a qualquer momento. A
pesquisa soO sera realizada mediante esclarecimento e assinatura deste termo. Caso
ndo concorde com a mesma, ndo seré realizada.

Esse trabalho tem a finalidade de estudar o virus da hepatite C e sua
possivel transmissao através da saliva de pacientes portadores de anticorpos do
virus da hepatite C (anti-HCV). Para fazer isso, a pesquisadora ira realizar uma
Unica coleta de saliva e de sangue que posteriormente serdo enviadas para um
laboratorio, onde sera realizada uma andlise para identificacdo do virus.

Caso seja comprovada a relagcdo entre a presenca do virus da hepatite C
no soro e na saliva dos pacientes estudados, medidas preventivas poderédo ser
utilizadas em pacientes portadores do virus trazendo como beneficio a diminuicao da
transmissdo da doenca através de medidas educativas realizadas por meio da
entrega de um protocolo contendo todas as formas de minimizar o risco de
contaminagcdo. Se algum dos pacientes estudados ndo apresentado anteriormente
como portador da hepatite C apresentar o virus na saliva, este sera encaminhado ao
servico de gastrologia do Hospital das Clinicas da de Pernambuco para

acompanhamento.
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Poderei contatar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco para apresentar recursos ou reclamacdes em relacdo a
pesquisa ou ensaio clinico através do endereco : Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50670-901, ou através do telefone: 2126 8588.

Compreendo que minha identidade sera mantida em sigilo e que o0s
resultados da pesquisa poderdo ser apresentados em eventos e publicacoes
cientificas. Apds obter todas as informacdes sobre esse estudo, explicadas para mim
em termos leigos e tendo pleno conhecimento de seu conteudo, aceito participar

voluntariamente.

Recife, de de 20

Assinatura do Paciente

Assinatura do pesquisador

Testemunha Testemunha

Cristiane Araujo Simoes CRO/PE: 8817
Fone: (81) 87838378
Endereco: rua Dr. Sabino Pinho, 143 — Madalena- Recife - PE



ANEXO A: Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da UFPE
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SERVICO PUBLICY FEDERAL
| UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBLCO
Comité de Btica em Pesuisa :

Of. N°, 172/2010 - CEP/CCE Recite, 29 de Julho ds 2010

) Registre do SISNEF FR — 331431

CAAE - 0115.0.172,000-10

Registro CEP/CCSIUFPE N° 117/10

Titulp: “Pesquisa da excrecao salivar do virus da Hepatite C através da reac#o em cadeia da
polimerase™

Pesquisador Responsédvel; Cristians Araijo Simfes
Sanhor(a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comite de Elica em Pesguisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Citncias da Sadde da Universidade Federsl de Pemambuco (CEP/CCSUFPE) registiou e analisou. de
acorda com 8 Resolgio N.° 186/36 do Conselho Nacional de Salde, o prolocole de pesquisa em
cpigrafe, liberande-o para inicio da colela de dados em 28 de Jutho de 2010,

Ressaltamos que 8 aprovacho definiiva do projeto sera dada apés a enlrega du elatorig final,

| conforme as seguinies orictagdes:

3) Projetos com, no maxino, 08 {scis) meses para tonclusdo: o pesquisador devera
enviar apenas um refaténio final;

b) Proj s msiores de 06 (seis) meses: 0 pesquisador deverd enviar
relatérios semeslrais.

Dessa farma, 0 oficio de aprovacao somente serd entregue apds a andlise do relatorio final.

Coorﬁenadurdo CEP/ CCSTUFPE

A
Cirurgld-dentista Cristiane Aradjo Simdes
Pos-Graduacio em Odontolngia- CCEUFFE

A Prof Morses Hego i, I Audar, Cid. Liiscsits, 0601, Resie - PE, Telline: 12126 15488, cpuesupe be
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ANEXO B: Normas da Revista The Brazilian Journal of Infectious Diseases

Instructions for Authors

Submission Instructions
The authors should submitt their articles via website (www.sgponline.com.br/bjid).

Journal Sections
Manuscripts may be submitted within designated categories of communication, including:

Original basic or clinical investigation (original papers);

Brief reports of new methods or observations (brief communications);
State-of-the-art presentations or reviews (review or mini reviewpapers);
Case presentation and discussion (case reports);

Clinical infectious diseases images;

Letters to the editor concerning previous publications;

Editor's corner, containing ideas, hypotheses and comments (Editorial).

Original Papers

It is the most important section of the Journal. Original articlespresent new data about
researches, issues and matters in the fi eldof infectious diseases. These articles should conform
strictly to therules of publication, containing the following sections: abstract, objectiveor
hypothesis, experimental design and methods used (statisticaldata), essential features of any
interventions, main outcomemeasures, main results of the study, discussion and conclusion. An
Original Paper should contain:

An abstract of no more than 300 words;

No more than 7 keywords;

A running title with no more than 60 characters and spaces;

The text should be divided into separate sections (Introduction, Material and Methods,
Results, Discussion, Conclusion, References);

No more than 50 references;

e Number of authors should not exceed 10;

e Authors should state in the cover letter that the manuscript is intended to be an original
paper.

Brief Communications

An abstract of no more than 200 words;

No more than 4 keywords;

A running title with no more than 60 characters and spaces;

Text should not exceed 12 double-spaced typed pages of 23 lines each;
A maximum of 2 fi gures or tables (or one of each);

No more than 20 references;

The text should not be divided into separate sections;

Authors should state in the cover letter that the manuscript is intended to be a brief
communication;
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e Number of authors should not exceed 5.
Review Article

An abstract of no more than 300 words;

No more than 7 keywords;

A running title with no more than 60 characters and spaces;

No more than 80 references;

The text may be divided into sections with appropriate titles and subtitles;
Number of authors should not exceed 5;

Authors should state in the cover letter that the manuscript is intended to be a review or
mini review article.

Case Reports

Reports of clinical cases must contain a brief introduction about the nature of the case diagnosis,
whose focus is the importance of the subject. The case has to be described with data and reports
of examinations, treatment and prognosis of the case, discussion about the importance of the fi
ndings and presentation of the case in relation to literature. A case report should have a special
interest to the clinical research community or it has to be a rare case; or to present a new
diagnostic method; or new or modifi ed treatment. A case report article should contain:

An abstract of no more than 150 words;

No more than 4 keywords;

A running title with no more than 60 characters and spaces;

No more than 20 references;

The text may be divided into sections: brief introduction with a review of literature; case
reports; and conclusion;

Number of authors should not exceed 5;

e Authors should state in the cover letter that the manuscript is intended to be a case
report article.

Clinical Infectious Diseases Images

e In one double-spaced electronic document, title (no more than eight words in the title;
no more than five authors may be listed, including name, highest academic degree,
address, e-mail address, telephone and fax number of each author);

There is no abstract;

The text should be uniform and contain no more than 300 words;

It could present a minimum of references (no more than 4);

Number of authors should not exceed 3.

Letters to the Editor

Letters may be written in response to previous content published in The Brazilian Journal of
Infectious Diseases or on any topic ofgeneral interest or concern. In the fi rst case, the letter
must emphasize the main message of the author of the article, focusing the contribution of that
scientifi c article in the medical practice, drawing attention to the reference and impact it had on
the community. The Letter to the Editor should contain:

e In one double-spaced electronic document, title and the text with no more than 23 line
pages;

e It could contain references, but no more than 5;

e Number of authors should not exceed 5.



41

Editorial

The editorial containing the authors' ideas, hypotheses, points of views and comments about a
relevant subject. This section is alsoused to publish tributes or notices of congress and seminars.
It should contain:

e In one double-spaced electronic document, title, no more than 3 authors and their affi
liations, and the text with no more than 2 double-spaced pages with 23 line pages;
e Number of authors should not exceed 3.

Manuscript Formats
Cover Letter
For all manuscripts, authors must indicate in a cover letter:

Title of article;

Name(s) of all author(s);

Address, telephone number, fax, and e-mail of the corresponding author;

A statement signed by the corresponding author confi rming that the manuscript content

represents the views of the coauthors, that neither the corresponding author nor the

coauthors have submitted duplicate or overlapping manuscripts elsewhere, and that the
items indicated as personal communications in the text are supported by the referenced
person;

e The registration number of all randomized controlled trials andclinical trials, in
accordance with the International Committee of Medical Journal Editors;

e In the same case, the corresponding author has to send a statement indicating that
written informed consent was obtained from all participants;

e All original articles should indicate the number of the Ethics Committee approval. If the
article does not require an approval from the Ethics Committee, the author should write
it separately in the article;

e Animal experimentation should be carried out according to institutional guidelines for
experimental use of animals;

e The authors should obtain written permission to reproduce fi gures and tables from other
sources;

e If the study was supported by any institution, it has to be indicated in the cover letter.

The cover letter should be in one double-spaced electronic document, title (no more than eight
words in the title); no more thanfive authors may be listed, including name, highest academic
degree, address, email address, telephone and fax number of each author; the text should
contain no more than 300 words. Supplements to the BJID include articles under a unifying
theme, such as those summarizing presentations of symposia or focusing on a specific
pathogenic process or antimicrobial agent. These will be added to the regular bi-monthly
publication as appropriate, and will be peer reviewed in the same manner as submitted
manuscripts.

For each manuscript a registration number will be assigned and the author notified that the
manuscript is complete and adequateto start the review process.

Format of Articles and Letters

Contributions should be double-spaced and written in English or Portuguese (see item
Translation). All manuscripts are to be typeddouble-spaced, including text, tables, references
and legends; the character should be Time New Roman for all text, including fi gures, graphics
and tables, or Symbol for Greek character; size 12 should be used in all manuscript. All pages
are to be numbered,with the order of presentation as follows: title page, abstract, text,
acknowledgements, references, tables, fi gure legends and fi gures. The manuscripts have to be
saved in Word document and the figures should be saved in CorelDraw, JPG or TIF document
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withhigh resolution - minimum of 300 dpi.

Titles and Subtitles

Titles should be in bold;

Subtitles should be in underscore;

Titles should not have abbreviations or acronyms;
Titles should not exceed two printed lines;

Do not exceed 80 characters (inc. spaces).

Author Affiliations

Complete name of the authors (do not abbreviate);
Affi liations of all authors, including highest degree and institution(s);

e Name, mailing addresses, phone and fax number, e-mail, state, city and country of the
corresponding author;

e Acknowledgment of research grants and fellowships (agency and grant number).

Head Running

e All manuscripts, except Clinical Infectious Diseases Images, Letters and Editorials have
to indicate a running title;

e Do not exceed 60 characters (inc. spaces);
e Insert the head running at the top of the page.

Key Words

e Consider the manuscript formats to verify the number of keywords;
e Use capital letter for the fi rst word, the other should be in regular form.

Abstract

e The abstract should briefl y contain the objective, data, methods, results and discussion
of the study or presentation to ensure the reader's understanding of the manuscript;

e Do not use abbreviations in abstract;

e Do not use references in abstract;

e Consider the manuscript formats to verify the number of words.

Introduction

e In the text of Introduction the authors have to reveal the aim of the study, the purpose
of the research, and the basic literature about the subject.

Material and Methods

e This section should be subdivided by short underscore headings referring to methods

used;

This section cannot contain figures or tables;

The material and methods used must be carefully described to allow the study repetition
and to determine if the results were possible and correct;

e Papers with statistical testing should state the name of the test, the name for each
analysis, the comparisons of interest, a justification of that test, the alpha level for all
tests, whether the tests were over two-tailes, and the actual p-value for each test;

e Data sets should be summarized with descriptive statistics, which should include then for
each data set, a clearly labeled measure of centre (such as the mean or median), and a
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clearly labeled measure of variability (such as the standard deviation or range).

Results
e The data of the results should be described concisely;
e Tables, graphics and figures have to be inserted in this section;
e The data presented in this section have to be oriented by universal units;
e Tables should be clear enough to the authors do not need the text to understand them;
e Tables should be presented on separate pages, portrait orientation, and upright on the

page;

e Tables have to be a short one-line title in bold;

e Tables have to be humbered consecutively with Arabic numerals in the text;

e Symbols and abbreviations are defined immediately below the table;

e More information about the table should be below the symbols and abbreviations;

e If the table is from another source, the authors must indicate the source and send the
permission to the Journal.

Figures/Graphics

e Figure legend should be listed one after the other, as a part of the text document,
separate from the figure files, with a short one-line title in bold.

e Figures should be submitted in paper or in CDR, TIF, JPG file (300 dpi) or presented in
glossy photographs or as highquality laser prints on bond paper;

e Figures should be clear enough that the authors do not need the text to understand
them;

e Figures should be presented on separate pages, portrait orientation, and upright on the
page;

e Figures have to be numbered consecutively with Arabic numerals in the text;

e Symbols and abbreviations are defined immediately below the figure, as well as any
other informations about the figures;

e If the figure is from another source, the authors must indicate the source and send the
permission to the Journal.

Discussion

The discussion presents the results comparing and evaluating them to literature and the
existing knowledge. References to other studies should appear in the Discussion to
compare the data obtained in the methods and results of the paper.

Conclusion

In this section the authors confirm or not their interpretation presented in Discussion
with the existing literature. In this section the authors recommend if it is important to
have more data, if the study is a innovative point of view of a subject, or if the study
confirms the knowledge about the subject.
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e Footnotes should be numbered consecutively and must appear superscripted and in
Arabic number in the text; and their information has to be informed at the bottom of the
page they appeared.

Abbreviations and symbols

e All abbreviations have to be explained in the text, figure and table legends when they
first appear;

e Include the abbreviation in parenthesis after they first appeareance.
e Do not abbreviate units [(5 mL, not 5 milliliters (mL)];
e Do not abbreviate institutions;
e Abbreviations must follow the format of the National Library of Medicine (USA) as in
Index Medicus.
Units

e Follow the use of the The Systéme International (SI) (http://physics.nist.gov/cuu/Units).
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e They should go in the final part of the article, according to the quotation order in the
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by the expression et al. Reference Manager or Endnote programs are strongly
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known data.
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The Brazilian Journal of Infectious Diseases was established to provide the Brazilian scientifi ¢
community with a vehicle for publishing and widely distributing our research. To attain this goal
and to make access to publication easier for our contributors, it was decided before we printed
the fi rst issue that the BJID would accept papers written in Portuguese, even though the Journal
is published in English. Duringthe fi rst two years, the BJID absorbed the fi nancial cost of
translatingpapers submitted in Portuguese into English. Due to the escalatingcost of translation,
and in order to balance our fi nances and ensurecontinued publication, the editorial board
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We will continue to accept papers written in Portuguese, buttranslation costs will have to be paid
by the authors. After the reviewprocess, when the authors are notifi ed that a manuscript is
accepted,authors will be asked to arrange for the translation, or if it is doneby the BJID, the cost
for translation will be billed along with instructionsfor payment. The BJID will continue to publish
papers submittedin English at no additional cost.
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the article from the submissionprocess or, if the article was already published, to exclude
fromthe publication, and the authors will be accountable for the plagiarism.

CONFIDENTIALITY

The journal editors treat the submitted manuscript and all communicationwith the authors as
confi dential between themselves and thepeer-reviewers. Similarly, authors must treat
communication withthe journal as confi dential.

PAGE CHARGES

There is no charge to publish in The Brazilian Journal of InfectiousDiseases (BJID).



46

REPRINTS
The Journal can provide reprints to corresponding authors.
PERMISSIONS

Copyright 2010 by The Brazilian Journal of Infectious Diseases andElsevier Editora Ltda. All
rights reserved. Except as authorized in theaccompanying statement, no part of the BJID may be
reproducedin any form or by any electronic or mechanical means, includinginformation storage
and retrieval systems, without the publisher'swritten permission. Authorization to photocopy
items for internalor personal use, or the internal or personal use by specifi c clients isgranted by
The Brazilian Journal of Infectious Diseases and ElsevierEditora Ltda. for libraries and other
users. This authorization doesnot extend to other kinds of copying such as copying for general
distribution,for advertising or promotional purposes, for creating newcollective works, or for
resale.

COPYRIGHT

The authors grant and assign the entire copyright to the BJID andElsevier Editora Ltda. for its
exclusive use. The copyright consistsof any and all rights of whatever kind or nature protected
by thecopyright laws of Brazil and of all foreign countries, in all languagesand forms of
communication, and the BJID and Elsevier EditoralLtda. shall be the sole proprietors thereof. The
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ANEXO C: Artigo Completo Publicado

Artigo Unginal
MO Rodiginduzida Agravada par Candida

Artigo submetido em 29/7/10; aceite para publicocgo em 24/11/10

Candida Oral como Fator Agravante da Mucosite Radioinduzida
Oral Candida as an Aggravating Factor of Mucositis Induced by Radiotherap
Candidiasis Bucal como Factor Agravante de la Mucositis Radioinducida

Cristiane Aradjo Simdes', Jurema Freire Lishon de Castro®, Claudia Cazal®

Resumo

Introducio: O rratamento antineoplisico provoca algumas sequelas indesejdveis no paciente com cincer de cabeca
e pescogo. Muiras vezes, o surgimento de manifestacies clinicas graves, como as mucosires, obriga a interrupcio
tempordria do rratamento, diminuindo a qualidade de vida do paciente e aumentando os custos do seu internamento, E
possivel que a mucosite oral induzida pela irradiacio e quimioterapia seja agravada por infeccées fiingicas oporrunistas
que a torna mais resistente aos tratamentos convencionais. Objetives: Este trabalho tem como objetivos identificar
a presenca de espécies de Candida e analisar a possibilidade deste fungo aruar como faror agravante da mucosite em
pacientes portadores de cincer de cabeca e pescogo, os quais estejam sendo submeridos ao tratamento antineoplisico.
Métode: Os pacientes foram selecionados de modo consecutive no Hospiral do Céncer de Pernambuco no periodo
compreendido entre ourubro de 2008 a abril de 2009. A prevaléncia de Caneida sp foi mensurada arravés da anilise de
raspados citoldgicos dos pacientes com mucosite oral. A presenca do fungo foi correlacionada com o grau de severidade
das lesdes de mucosite. Resultados: Os resultados mostraram uma associagio positiva entre a colonizacio fingica e
as lesdes mais severas (graus 11 e IV). Conclusio: Os resultados apresentados podem conrribuir para a resolugio de
mucosites nio convencionais, as quais nio respondem ao rraamento usual.

Palavras-chave: Neoplasias de Cabega e Pescogo; Terapia; Complicagoes; Mucosite; Candida; Qualidade de Vida
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ANEXO D: Artigo enviado para publicagcéao

TITULO: Pyogenic granuloma on buccal mucosa-labial commissure interface.

Dear Dr. Correia,

Thank you for submitting your manuscript to General Dentistry. As with all of the manuscripts we receive, it
will be sent through our peer-review process and then to our Editor for a final decision. Once the Editor
has made his decision, we will notify you with the results. This process can take up to four months.

Should you have any questions in the meantime, please feel free to contact me using the information
below. Again, thank you for submitting your manuscript to General Dentistry and for your interest in the
AGD.

Sincerely,

Ms. Tiffany Nicole Slade

Editorial Associate | General Dentistry

Academy of General Dentistry

211 E. Chicago Ave., Suite 900 | Chicago, IL 60611
P: (312) 440-4092 | F: (312) 440-0559

E: tiffany.slade@aqgd.org | www.aqgd.org
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