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RESUMO

Avalia a condicéo periodontal de criancas e adolescentes com Diabetes mellitus tipo
1(DM1) e de pacientes saudaveis e pesquisar polimorfismos em l6cus génicos das
interleucinas L1 (+3954), 1L6(-174), IL10(-1082) e TNFa (-308). Foi realizado um
estudo caso-controle, com uma amostra de conveniéncia com 60 casos e 100
controles, com individuos entre 6 e 13 anos de idade. Todos os pacientes foram
submetidos ao exame clinico periodontal, onde foram avaliados o Nivel de Insercéo
Clinica (NIC), a Profundidade de Sondagem (PS), o Sangramento a Sondagem (SS)
e o Indice de Placa Visivel (IPV). Para a analise genética, foram coletadas amostras
de saliva e apés extracdo do DNA gendmico, foram realizadas Reacfes em Cadeia
da Polimerase, com primers especificos para cada lécus de interesse e realizadas
as genotipagens em géis de agarose. O controle glicémico foi avaliado, a partir da
coleta dos valores atualizados da hemoglobina glicada (HbAlc) dos pacientes com
DM1. Nas analises estatisticas, foram empregados o teste Qui-quadrado de Pearson
e o de razdo de Verossimilhanca e o teste de Mann Whitney. A distribuicdo
genotipica entre 0s grupos, para os lécus génicos da IL1, IL6 e IL10 nao
apresentaram significancia estatistica. Para o I6cus do TNFa, o genétipo GG foi mais
presente entre os pacientes sem DM1. Nao foi diagnosticada a doenca periodontal
(DP) e assim, nao foi possivel associar os genétipos a essa doenca.Os pacientes do
grupo controle apresentaram maior média de IPV (72,52 %) e PS (30,90% dos
sitios), (p<0,05). Os pacientes com DM1 apresentaram maior nimero de sitios com
Sangramento a Sondagem (9,56%), com associacdo positiva entre SS e controle
glicémico inadequado (p<0,05). Neste estudo, com base nos critérios obijetivos,
criancas e adolescentes ndo foram diagnosticadas com DP, embora tenham
apresentado alto indice de Placa Visivel e baixo controle glicémico. Na anélise
molecular, os genadtipos ndo puderam ser associados a doenca periodontal, mas o
alelo G e o genotipo GG para o TNFa (-308) representaram fator de protecédo ao
desenvolvimento do DM1. Futuras pesquisas Ssdo necessarias para melhor

esclarecer a etiopatogenia da DP nesses grupos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 1. Gengivite. Periodontite. Polimorfismo

Genético. Interleucinas.



ABSTRACT

To assess the periodontal status of children and adolescents with DM1 and healthy
patients and to investigate polymorphisms in the interleukins IL1B (+3954), IL6 (-
174), IL10 (-1082) and TNFa (-308). A case-control study was carried out, with a
convenience sample, with 60 cases and 100 controls, with individuals between 6 and
13 years of age. All patients underwent periodontal clinical examination, where they
were evaluated Clinica Attacment Level (CAL), Probing Depth (PD), Bleeding on
Probing (BOP) and Presence of Visible Plaque (IVP). For the genetic analysis,
samples of saliva were collected and after extraction of the genomic DNA,
Polymerase Chain Reactions were carried out, with specific primers for each locus of
interest and the genotypes were performed in agarose gels. Glycemic control was
assessed from the collection of the updated values of glycated hemoglobin (HbAlc)
in patients with DM1. Pearson's chi-square test and likelihood ratio test and The
Mann Whitney were used for statistical analysis. The genotypic distribution for the
IL1, IL6 and IL10 gene loci did not present statistical significance between the
groups. For the TNFa locus, GG genotype was more present among patients without
DM1. PD was not diagnosed and thus, it was not possible to associate the genotypes
to this disease.Patients in the control group had a higher mean IPV (72.52%) and PS
(30.90% of sites), (p<0, 05). Patients with DM1 had a higher number of sites with
bleeding (9.56%) with a positive association between BOP and inadequate glycemic
control (p<0,05). In this study, based on objective criteria, children and adolescents
were not diagnosed with PD, although they presented high Visible Board Index and
low glycemic control. In molecular analysis, genotypes could not be associated with
periodontal disease, but the G allele and the GG genotype for TNFa (-308)
represented a protective factor for the development of DM1. Future research is
needed to better clarify the etiopathogenesis of PD in these groups.

Key words: Diabetes Mellitus, Type 1. Gingivitis. Periodontitis. Polymorphism,

Genetic. Interleukins.
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APRESENTACAO

Esta Tese de Doutorado apresentada ao Programa de POs-graduacao em
Odontologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco. E um estudo caso-controle que visou comparar condigdes periodontais
de criancas e adolescentes com e sem diabetes mellitus tipo 1(DM1) e avaliar o
perfil genético dos individuos, para genes codificadores de interleucinas. A doenca
metabdlica crénica representa riscos ao desenvolvimento de complicacées macro e
microvasculares e algumas repercussées na cavidade bucal podem levar a perda
dos dentes e danos as estruturas periodontais. A acdo local de microorganismos
periodontopatdégenos, assim como a resposta imune do individuo, modulada entre
outros falores, pela acdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias tém sido bastante
pesquisada, contudo, entre pacientes infantis, as evidéncias ainda sao muito baixas,
justificando a pesquisa. Os exames clinicos foram realizados em servicos de
Endocrinologia Pediatrica do Estado de Pernambuco, no Hospital das Clinicas e no
Centro Médico Senador Ermirio de Moraes (casos) e na Clinica Odontolégica de
Atencdo as criangas e aos adolescentes, do Centro Universitario Mauricio de
Nassau (controles). Os exames foram realizados em pacientes que procuraram 0S
respectivos servicos, no periodo de abril de 2015 a novembro de 2016. Apds
aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo, a amostra de conveniéncia ficou
formada por 60 casos e 100 controles. Para a avaliacdo periodontal, foram coletados
0s seguintes dados: o Nivel de Insercdo Clinica, o Sangramento a Sondagem, o
indice de Placa Visivel e a Profundidade de Sondagem. Para a avaliacdo da
distribuicdo alélica e genotipica, foram inicialmente coletadas amostras de saliva dos
pacientes para extragdo de DNA e posterior precessamento e genotipagem. As
analises genéticas foram desenvolvidas no laboratorio de Genética e
sequenciamento Tania Falcdo, da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Com
os resultados do estudo, foram produzidos dois Artigos: Avaliacdo periodontal em
criancas e adolescentes com diabetes tipo 1: estudo caso-controle e Avaliacao
periodontal de criangas e adolescentes com diabetes mellitus tipo 1 e polimorfismos
em lécus génicos da IL1R (+3954), IL6(-174), IL10( -1082) e TNFa (-308). Uma vez
publicados, poderdo fundamentar novos protocolos clinicos para o atendimento de

criangcas com DM1, assim como abrir caminhos para novas pesquisas.
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1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca sistémica crbnica, que desperta
especial atencdo pela Saude Publica. A hiperglicemia caracteristica esta associada
ao risco de danos visuais, cerebrais, renais, cardiovasculares, podendo em casos
mais graves levar o paciente a 0bito, quando a patologia leva a disfuncéo ou mesmo
faléncia de 6rgaos vitais (GROSS et al.,, 2002). De acordo com a Federagéo
Internacional de Diabetes, estima-se que populacdo mundial apresente 387 milhdes
de individuos diagnosticados, com uma previsdo de 9 bilhdes no mundo, em 2040
(GURTSOVA et al, 2017). Dados brasileiros, citados nas Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Diabetes - SBD (2015-2016) mostram altas taxas de mortalidade,
apresentando um acentuado aumento com a progressédo da idade, variando de 0,50
para a faixa etaria de 0-29 anos a 231,4 para a de 60 anos ou mais, por cada 100

mil habitantes.

A preocupacdo com O0s riscos associados a doenca tem levado o
Ministério da Saude a unir esforcos na conscientizacdo da populacdo. Através do
Programa HIPERDIA, é possivel o cadastramento e gerenciamento de acdes
estratégicas para os pacientes com diagnostico de hipertensdo arterial sistémica
e/ou diabetes. No estado de Pernambuco, com base nos dados do Sistema de
Informacdo da Atencdo Basica (SIAB-DATASUS,2015), hd mais de 1 milhdo de
individuos com DM, com a maior concentracdo de individuos no municipio de Recife,
com 205.227 casos notificados, seguido, em segundo lugar, pelo municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, com 70.099 casos.

De acordo com a sua etiopatogenia, o diabetes pode ter distintas
classificacdes, acometendo pessoas em qualquer fase do ciclo vital. Esta associado
a fatores de risco, como: sedentarismo, obesidade, hipertensdo arterial, periodo
gestacional, infec¢des, sindromes, doencas autoimunes, entre outros (SBD - 2015-
2016). Entre as criangas, o Diabetes mellitus tipo 1(DM1) é o mais comum, podendo
ser classificado como de etiologia autoimune ou idiopatica, com cerca de 60.000
novos casos diagnosticados no mundo, anualmente. A doenca apresenta um
processo lento de auto-agresséo, de evolucédo gradual durante anos, numa fase pré-
clinica. Quando o diagnostico acontece, com quadros de hiperglicemia, o numero de

células R pancreéticas, produtoras da insulina, apresentam-se bastante diminuidas



14

ou ja ausentes (SESTERHEIM, SAITOVITCH, STAUB, 2007). O diagnéstico do
paciente infantii nem sempre representa uma tarefa facil, quando os sinais da
doenca, como possivel polidria, polifagia, perda de peso, podem ser mascarados por
falta de padrdes alimentares regulares, uso de fraldas que disfarcam o volume
urindrio ou mesmo a irritabilidade, também associada a outras manifestacbes da
idade. Assim, muitos casos s6 sao diagnosticados durante infec¢cbes agudas,
guando exames sanguineos sdo solicitados pela equipe médica (CALLIARI;
MONTE, 2008).

Na cavidade bucal do paciente infantil, algumas alteracées podem ser
identificadas, como: teor mais alto de peroxidase, glicose, magnésio e célcio
salivares; baixo pH, além de diminuicdo do fluxo e capacidade tampao, o que pode
aumentar a suscetibilidade as infec¢cdes, quando comparados a individuos
saudaveis. Nestes pacientes, a prevencao de doencas periodontais (DP) representa
um aspecto de importancia vital. Existe uma relagdo bidirecional entre as
periodontopatias e o agravamento do diabetes. A presenca de uma microbiota
complexa e seus produtos toxicos induzem a liberagcdo dos moduladores anti- e pro-
inflamatorios, as citocinas, capazes de induzir a resisténcia tecidual a insulina,
aumentando, portanto, o risco de complicagcdes sistémicas. Por outro lado, a
dificuldade de oxigenacdo dos tecidos, as alteracOes vasculares, das funcoes
celulares, podem levar ao agravamento da DP, com comprometimento de estruturas
de protecdo e sustentacdo dos dentes (MEALEY, 2006; ALVES et al, 2007,
LAMSTER et al, 2008; VIEIRA et al, 2008).

A atencdo odontolégica a estes pacientes, no entanto, nem sempre
acontece de maneira precoce. A falta de abordagens multidisciplinares integrais,
pode, portanto, comprometer a saude de criangas, quando a saude bucal ndo for
também priorizada (GUEDES-PINTO, MELLO-MOURA, 2016).

Diferentes respostas humorais frente as infeccbes, tém despertado o
interesse de pesquisadores e assim, a identificagdo do perfil genético dos pacientes
busca respostas sobre influéncias étnicas, presenca de polimorfismos ou herancas
genéticas, associadas a suscetibilidade do hospedeiro. Na DP, a acdo dos
microorganismos e seus produtos toxicos € o fator primario aos danos teciduais,
contudo, é uma doenca complexa e a resposta imune pode representar um fator de
risco ou de protecdo a doenca. A presenca de locus polimoérficos em genes

codificantes das interleucinas podem alterar a expressao génica, trazendo possiveis
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modificacdbes na funcdo protéica. A maioria dos estudos, no entanto, sao
conduzidos em individuos adultos e com Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (XAVIER et
al., 2009; ARAUJO, BELLO, SOUZA, GUSMAO; CIMOES, 2011; BELLO, ARAUJO,
GUSMAO, SOUZA, DONOS; CIMOES, 2011; ARAUJO; BELLO; CROVELLA;
SOUZA; DONOS; CIMOES, 2011; PEREZ; LUCENA; SOUZA; CIMOES; LEAO,
2013), com poucas ou conflitantes informacdes sobre criancas e adolescentes e 0
DM1.

A fim de pesquisar periodontopatias e realizar possiveis associacfes com
as diversidades alélicas e genotipicas encontradas em criancas e adolescentes com
e sem diabetes tipo 1, este estudo caso-controle avaliou a condi¢cdo periodontal,
bem como o perfil genético para os genes da Interleucina 1B (+3953), da IL6 (-174),
da IL10 (-1082) e do Fator de Necrose Tumoral alfa (-308). Os resultados podem
nortear protocolos médicos e odontolégicos, aumentando a efetividade de acgbes
voltadas a esses pacientes, com base em evidéncias cientificas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

O Diabetes mellitus (DM) € considerado um grupo heterogéneo de
distarbios metabdlicos, que apresentam a hiperglicemia, como caracteristica comum.
Representa riscos a lesdes organicas, diante da toxicidade do excesso de glicose
sanguinea, que pode promover glicacdo de proteinas, hiperosmolaridade, além do
aumento intracelular dos niveis de sorbitol. De acordo com a Associagdo Americana
de Diabetes, apresenta quatro possiveis classificacfes: Diabetes mellitus tipo
1(DM1), Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), gestacional e outros tipos especificos,
associados a defeitos genéticos na funcdo das células beta pancreaticas,
endocrinopatias, defeitos genéticos na acdo da insulina, ou induzido por
medicamentos e infecgdes (SBD, 2015-2016).

DM1 é caracterizado pela destruicdo das células beta (B) das ilhotas de
Langerhans pancreéticas, levando a deficiéncia completa de insulina (INS), por
reacdo autoimune ou de etiologia idiopéatica, quando ndo estdo presentes 0s
marcadores de autoimunidade contra células 3 ou ndo h& associacdo a haplotipos
do sistema HLA- Antigeno Leucocitario Humano (GROSS et al., 2002; SCHNEIDER
et al., 2009).

Entre os marcadores biologicos, estdo os auto-anticorpos anti-insulina
(anti-ICA), antidescarboxilase do acido glutamico (anti-GAD), antitirosina-fosfatases
(anti-IA2) e antitransportador de Zinco (anti-Znt), que podem estar presentes meses
ou anos, na fase pré-clinica da doenca e em até 90% dos individuos, quando é
detectada a hiperglicemia. Nem sempre é possivel a classificagdo do DM1 em
subcategorias, se a avaliagcdo dos auto-anticorpos nao fizer parte dos protocolos de
diagnostico. (PALMER et al,1983; BAEKKESKQV et al, 1990) A patologia também
se apresenta associada a outras doengas, como: tireoidite de Hashimoto, doenca
celiaca, doenca de Addison, doenca de Graves, vitiligo, anemia perniciosa e
miastenia gravis (BRASIL, 2006).

A taxa de destruicdo das células beta é variavel, sendo comumente mais
rapida a progressdo em criangcas, acontecendo de forma mais lenta em adultos
(LADA — Diabetes autoimune latente do adulto). E citada como a segunda doenca

cronica mais frequente na infancia, menos incidente apenas que a asma, com uma
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prevaléncia que vem aumentando nas Ultimas décadas, especialmente nas faixas
etarias menores. Assim, o controle da doenca deve estar atento a um plano de
tratamento que permita o crescimento e desenvolvimento infantil adequados,
evitando sequelas para o individuo, sendo necessarios acompanhamentos que
envolvam mensuracdes e pesagens a cada consulta (KAUFMAN,1998; BURT
,2004).

Além do componente autoimune, o Diabetes mellitus tipol apresenta
intensa associacao a determinados genes do sistema HLA, com alelos especificos
que podem predispor a doenca ou proteger o individuo (TODD; BELL; McDEVIN,
1987; SILVA, 2007; ERLICH et al, 2008; AGUIAR et al, 2009).

E considerada uma doenca poligénica complexa, apresentando cerca de
20 grupos de genes associados a suscetibilidade. A maior contribuicdo
estatisticamente significante vem da regido onde estdo localizados os genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH), situados no cromossomo 6p21,
contribuindo em cerca de 40%, na predisposi¢do a doenca. A alta incidéncia familiar,
principalmente entre parentes de primeiro grau, indica a relevancia dos fatores
genéticos na etiopatogenia. Estudos realizados em gémeos monozigéticos, no
entanto, revelaram a semelhanca para o desenvolvimento da doenca em apenas
50% dos casos, sugerindo que fatores ambientais e imunol6égicos também estejam
presentes na etiopatogenia (FERNANDES et al., 2005). Representa 90% dos casos
de diabetes na infancia, com uma incidéncia variavel entre populacdes e areas
geograficas (SBD-2015-2016).

Alguns sinais e sintomas sdo utilizados como critérios de diagnoéstico: a
polidria, a polidipsia, a polifagia e a perda de peso, associados a alteracdes
glicémicas. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, € considerado com
diabetes, um individuo com glicemia casual = 200 mg/dl (SBD, 2015-2016). A analise
da hemoglobina glicada (HbAlc) também foi proposta como critério de diagndstico,
quando = 6,5%. Capaz de identificar o grau de exposicdo médio do paciente a
glicemia, considerando o tempo médio de vida dos eritrécitos, de aproximadamente
120 dias. Assim, consegue-se avaliar o controle glicémico médio dos ultimos 4
meses (Grupo Interdisciplinar de Padronizacdo da Hemoglobina Glicada, 2004; The
International Expert Commitee, 2009; SBD, 2015-2016). Os pacientes com 0s niveis
da HbAlc entre 6 e 6,4% sé&o considerados de alto risco para o desenvolvimento da

doenca (OMS, 2013). Todos estes referenciais, no entanto, podem sofrer
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alteracdes, por influéncia de etnias ou diante de hip6teses de hemoglobinopatias,
anemias hemoliticas e ferroprivas; quando a glicemia em jejum e casual, testes de
tolerancia a glicose, além do exame clinico podem concluir o diagnostico (JOHN,
2012).

No tratamento da DM1, a insulinoterapia é essencial, com indicagdo de
trés ou mais doses diarias do horménio, a fim de evitar complicacbes macro e
microangiopaticas. E capaz de reduzir os riscos em até 76% dos casos de
retinopatia, 60% dos casos de neuropatia e 39% dos casos de nefropatia, permitindo
um melhor controle metabdlico, que visa manter niveis de hemoglobina glicada <
7%. Os padrbes e dosagens individualizados e bem monitorados sao essenciais,
evitando-se sequelas decorrentes de uma hiperglicemia ou de uma hipoglicemia,
que pode ocorrer nos momentos de flutuacdo: nos picos de acdo da insulina;
durante a noite; diante de quadros infecciosos e apds exercicio fisico intenso, o que
pode levar a prejuizos da funcéo cerebral (SBD, 2015-2016).

O controle glicémico inadequado também pode trazer manifestacdes na
cavidade bucal: queiloses, fissuras, ressecamento de mucosas, diminuicdo do fluxo
salivar, halito cetdnico, sindrome da ardéncia bucal, dificuldades de cicatrizacédo e
alteracdes na microbiota, além de gengivites e periodontites. A presenca da glicose
na saliva e no fluido gengival, pode alterar a microbiota do biofilme, influenciando no
desenvolvimento das infeccbes (MEALEY, 1998; ZAITTER, FERENCZ,
TOMAZINHO, 2006; PERRINO, 2007; SILVA, 2007; REWERS, PIHOKER,
DONAGHUE, HANAS, SWIFT, KLINGENSMITH, 2009). Estudos indicam, no
entanto, que o risco cariogénico pode variar entre esses pacientes, quando ora pode
diminuir, diante do controle da ingestdo de acgulcares na dieta; ora pode aumentar,
guando os pacientes infantis sdo especialmente orientados a dispor de fontes de
carboidratos de absorcéo rapida para consumo imediato (tabletes de glicose; sopa
de acucar ou mel; 150 ml de suco de laranja ou 150 ml de refrigerante comum),
diante dos episédios de hipoglicemia (MEALEY, 1998; REWERS et al, 2009).

2.2 Doenca Periodontal nas criancas e adolescentes
As doencas periodontais compreendem um grupo de condi¢des

inflamatorias induzidas por microorganismos que podem levar desde a inflamacao

gengival, destruicao tecidual a perda 6ssea alveolar. O biofilme dental é considerado
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o principal agente etiolégico, associado a grupos especificos de anaerdbios gram-
negativos. A resposta imune do hospedeiro, no entanto, tem sido associada a maior
responsavel pelo dano tecidual (VAN DYKE; LESTER, 1993).

De acordo com a Academia Americana de Periodontia, em 1999, o fator
“idade” foi abolido como critério de classificacdo das doencgas periodontais, quando
em criancas e adolescentes puderam ser diagnosticadas todas as periodontopatias
(DIAS, 2006).

Estudos epidemioldgicos constataram uma alta incidéncia de gengivite na
infancia, afirmando ser uma doenca de distribuicdo universal na populacédo (KIM et
al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011). A porcentagem de criancas afetadas, no entanto,
aumenta com a diferenca da idade, sendo mais encontrada dos 5 aos 7 anos e com
um pico a partir dos 11 anos. Geralmente mais precoce em meninas, aos 12 anos
gue em meninos, aos 14 (AAP, 1996; ROSING, OPPERMANN, 2001).

No periodonto infantil, diferencas anatbmicas podem estar associadas ao
tipo de arco dental, como no tipo I, com diastemas entre os dentes anteriores, onde
a gengiva papilar apresenta-se em forma de sela. Alteracdes fisiolégicas também
podem ser observadas durante esfoliacdes ou erupgdes dentarias, com diferencas
na vascularizacao local e possivel presenca de hiperemia ou edemas nos tecidos. O
sulco gengival em torno dos dentes recém-irrompidos, também se apresenta mais
profundo que na denticdo decidua, todos achados considerados dentro de um
padrdao de normalidade, que devem ser diferenciados de quadros patoldgicos.
Assim, considera-se que 0 aspecto da gengiva da crianca se assemelha a do adulto,
apos a erupcado dos dentes permanentes, quando estdo em ocluséo. (TOLEDO et al,
2012)

Fatores podem interferir na resposta imune do paciente, alterando a
progressdo da doenca, como: alteragbes hormonais, desnutricdo, uso de
medicamentos, o fumo, alteragOes sistémicas, além da presenca de polimorfismos
genéticos, quando podem alterar a expressdo génica. Caracteristicas locais ainda
aumentam o risco, como a presenca de aparelhos ortodénticos, bandas e alcas, ou
de restauracdes defeituosas e maloclusbes, que facilitam o acumulo de biofilme
(ELLIS et al, 1999; PRISANT, HERMAN, 2002; NOWZARI, RICH, 2008; TOLEDO et
al, 2012).

Representando uma etapa mais avancada da gengivite, a periodontite

apresenta um desenvolvimento lento e assim, € mais diagnosticada entre pacientes
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jovens e adultos. Apresenta sinais clinicos de alteracdo de cor, edema, exsudato,
sangramento ao toque ou sondagem e perda O0ssea. A periodontite progride a
medida que fatores etioldgicos da doenca, como microorganismos infectantes e
toxinas superam a suscetibilidade do hospedeiro. (AAP, 2003)

Na infancia ou na puberdade, pode também ser observada a periodontite
agressiva, com perda da insercéo clinica e destruicdo severa do 0sso alveolar, sem
gue o paciente apresente comprometimento sistémico. Clinica e radiograficamente,
pode-se observar a perda de insercao interproximal maior que 5 mm em pelo menos
dois elementos permanentes. Pode ser classificada como localizada, quando o
acometimento periodontal ndo envolver mais de dois dentes, além do primeiro molar
e do incisivo inferior e generalizada, quando a doenca afetar mais de trés dentes néao
adjacentes. (AAP,2003). O diagnéstico ainda pode ser fundamentado nas
caracteristicas do paciente, como: idade, historico familiar, assim como na analise
microbiolégica, quando espécies microbianas como: Tannarella forsythenis,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola sdo comumente encontradas
nesta patologia, assim como o Aggregatibacter actinomycetemcomitans,considerado
0 microorganismo mais importante na etiopatogenia da PA.(SHAPIRA, WILENSKY,
KINANE, 2005 ; TONETTI, CLAFFEY, 2005; SCAREL-CAMINAGA et al, 2009)

A destruicdo periodontal em criangas e adolescentes pode ainda estar
associada ao diabetes, Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), leucemia,
deficiéncias vitaminicas, desordens leucocitarias, Sindrome de Papillon-Lefevre,
Sindrome de Down e na hipofosfatasia. O reduzido ndmero de imunoglobulinas;
alteracdes neutrofilicas, que afetam na qualidade funcional das células de defesa
(quimiotaxia e fagocitose), assim como na quantidade (neutropenia e
agranulocitose); permitem a persisténcia e o crescimento de patégenos periodontais.
Por outro aspecto, altas concentracdes de mediadores inflamatérios podem ser
encontrados no fluido gengival, refletindo na atividade inflamatoria (ENGEBRETSON
et al, 2004; NUALART-GROLLMUS, CHAVEZ, DONAT, 2007).

Doengas necrosantes também podem ser diagnosticadas na infancia,
contudo, séo raras, com relato de menos de 1% entre norte-americanos e europeus,
sendo encontradas em maior frequéncia entre africanos, asiaticos e sulamericanos.
Nestes casos, ha presenca de necrose e ulceracdes proximais associadas a
sintomatologia dolorosa, sangramento provocado e/ou espontaneo e estado febril,
associados a altos niveis de espiroquetas e Prevotella intermedia. A presenca de
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infec¢des virais, desnutricdo, insbnia, estresse emocional, além da presenca de
doencas sistémicas sao citados como fatores predisponenetes (LOESCHE et al,
1982; TOLEDO et al, 2012).

2.3 Polimorfismos genéticos e as citocinas

As variacOes fenotipicas encontradas entre os seres humanos estdo
associadas a polimorfismos, palavra grega que indica “muitas formas”. Através de
ferramentas da biotecnologia € possivel rastrear o DNA humano e encontrar
variagbes na sequéncia nucleotidica do genoma. Polimorfismos de nucleotideo
simples (SNP), bastante pesquisados, consistem em uma variacdo da identidade de
base purica ou pirimidica singular, num sitio particular do genoma, encontrados em
mais de 1% dos individuos da espécie, resultando em mudanca no cédigo genético.
A alteracao no gendétipo, no entanto, pode afetar ou ndo o fenétipo, que determinara
a funcdo protéica. Assim, polimorfismos podem influenciar na producdo de
substéancias, resultando na variacdo de respostas imunoldgicas individuais frente as
inflamacdes e infecgbes. Apresentam frequéncias e distribuicdes varidveis entre as
populacées, com aplicacdo importante, como marcadores bioldgicos no diagnéstico
e na identificagdo de riscos ao desenvolvimento de doencgas, como diabetes, artrite
reumatoide, lupos eritematoso, periodontopatias, entre outras (CARVALHO et al,
2007; HOCOYA, JARDINI, 2010).

Através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) regides especificas
do DNA podem ser amplificadas e pesquisadas as variacfes alélicas e genotipicas
dos individuos para os diversos genes. Os polimorfismos SNP constituem cerca de
90% das variagdes encontradas (SILVA, SOUSA, 2002).

Vérios estudos citam a possivel associacdo do risco e da progressao da
periodontite, com modificacdes das expressdes génicas. Alteracdes no locus da
regido promotora de genes das interleucinas, proteinas com atividade anti- e pro-
inflamatdria sdo as mais citadas (Quadro 1). (HOCOYA, JARDINI, 2010; ARAUJO,
BELLO, CROVELLA; SOUZA, DONOS, CIMOES, 2011; SALAZAR-PELAEZ et al,
2012; PEREZ, LUCENA, SOUZA, CIMOES, LEAO, 2013).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, que regulam a
intensidade e duracdo da resposta imunolégica, agindo de maneira autdcrina,

enddcrina ou paracrina, exercendo as funcdes fisioldgicas em baixas concentracdes
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(pico molar). Apresentam caracteristicas pleiotropicas, quando exercem distintos
efeitos biologicos, em distinos tipos celulares; de redundancia, quando duas
citocinas desenvolvem as mesmas atividades; de sinergismo, quando
desempenham atividades de maneira combinada com outra citocina ou de
antagonismo, quando desempenham func¢des antagdnicas e de inducdo em cascata.
Assim, a homeostase da atividade das citocinas no organismo é vital, a fim de que a
atividade celular e imune aconteca de forma coordenada (TONET, NOBREGA,
2012).

A interleucina 1 (IL1) é uma citocina proé-inflamatdria, envolvida no inicio e
na progressdo da inflamacdo do tecido conjuntivo e 0sseo, sendo um potente
estimulador de reabsorcdes O0sseas. Resultados indicam alteracdes na frequéncia
de gendtipos e alelos, sugerindo que o polimorfismo no lécus +3954 da IL-1B (C/T)
pode ser fator de risco para a periodontite crénica em pacientes com diabetes.
(HOCOYA; JARDINI, 2010)

A IL-6 é outra citocina proé-inflamatoéria, que atua na diferenciacdo das
células B e na proliferacdo das células T, na diferenciagdo e/ou ativacdo de
macréfagos, além de acelerar a reabsorcdo e inibir neoformacdes Osseas.
Polimorfismos na regido promotora deste gene, lécus -174 (G/C) pode modular a
expressdo da IL-10, diminuindo a agéo anti-inflamatéria desta citocina, levando a
uma deficiéncia na resposta do sistema de defesa (HOCOYA, JARDINI, 2010;
ARAUJO, BELLO, CROVELLA, SOUZA, DONOS, CIMOES, 2011; PEREZ,
LUCENA, SOUZA, CIMOES, LEAO, 2013).

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), citocina pré-inflamatéria,
também € um importante modulador da cascata inflamatéria. A liberacdo desta
proteina favorece a iniciacdo e a perpetuacdo de respostas inflamatérias e
autoimunes. Polimorfismos no locus -308, alterando o alelo selvagem A para G,
podem modificar esta expressdo génica (RAKIE, PETCKOVIC-CURCIN,
STRUILLOU, MATIC, STAMATOVIC, VOJVODIC, 2014).

A IL-10, uma citocina anti-infamatéria, € produzida principalmente por
monaocitos, com propriedades pleiotropicas de imunorregulacéo e inflamacgéo. Inibem
a sintese de interleucinas inflamatorias. Polimorfismos no locus -1082, com a
modificacdo do alelo selvagem G pelo A, no entanto, podem induzir alteracdes no
fendtipo (IDE et al., 2002).



Tabela 1 - Polimorfismos associados a doenca periodontal
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CITOCINA ATIVIDADE LOCUS POLIMORFISMO
IL-1 Pro-inflamatoria +3954 CIT
IL-6 Pro-inflamatoria -174 G/IC
TNF-a Pro-inflamatoria -308 AIG
IL-10 Anti-inflamatdria -1082 G/A

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo (2018) com base nos dados desta pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a condicdo periodontal de criangcas e adolescentes com e sem
Diabetes mellitus tipo 1(DM1) e polimorfismos nos l6cus génicos de interleucinas

pro- e anti-inflamatdérias, associados a periodontopatias.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a condicao clinica periodontal dos pacientes com DM1 e sem diabetes;

2. Verificar se ha diferenca entre o risco de desenvolver DP, entre casos e controles;
2. Pesquisar a presenca de polimorfismos SNP nos genes da IL-1[3 (+3954),

IL-6 (-174), IL-10 (-1082) e TNF-a (- 308);

3.Verificar se ha associacdo entre 0s genotipos e possiveis alteracdes na condicéo

periodontal das criangas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Considerando o respeito pela dignidade humana e pela especial protecéo
devida aos participantes da pesquisa cientifica envolvendo seres humanos, foram
seguidas as orientacfes da Resolucdo No. 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude. O Projeto de Pesquisa foi inicialmente submetido ao Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco e aprovado sob o Parecer
de numero 912.145.Todos 0s pais ou responsaveis pelos pacientes infantis
assinaram o Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), cientes dos

Riscos e Beneficios da pesquisa:

RISCOS:

Os exames geraram pequeno desconforto nos pacientes, em virtude do contato dos
instrumentos com os tecidos bucais. A fim de minimizar os riscos, todos o0s
procedimentos foram realizados com o uso de instrumentos especificos e

executados por profissional qualificado.

BENEFICIOS:

AOS PACIENTES E FAMILIARES: Todas as criancas atendidas e seus respectivos
responsaveis receberam orientacdes sobre a importancia da satde bucal e os riscos
a carie e as doencas periodontais. Apos o0 exame fisico e coleta de materiais
biolégicos, receberem escovas dentais e aplicacdo topica de fluor, além do

encaminhamento a servicos odontoldgicos.

AOS ENDOCRINOLOGISTAS E SERVICOS DE SAUDE: Durante os meses de
pesquisa, os endocrinologistas pediatricos receberam orientagbes, através de
discussbes e palestras sobre a importancia da abordagem odontolégica aos

pacientes com DM1.

PRIVACIDADE: Os dados dos pacientes estdo preservados em sigilo e

armazenados em pastas de arquivo, sob a responsabilidade do pesquisador.
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4.2 Delineamento do Estudo

O estudo caso-controle foi desenvolvido no periodo de abril de 2015 a
novembro de 2016. Nos servicos de Endocrinologia Pediatrica do Hospital das
Clinicas de Pernambuco (Figura 1) e do Centro Médico Senador Ermirio de Moraes
(Figura 2) foi formado o grupo caso, de criangas com diabetes mellitus tipo 1. Os
estabelecimentos de saude foram identificados como referéncia na especialidade, de
acordo com o cadastro da Central de Regulacdo do Estado — Central de Leitos —
Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco. O grupo controle (criancas sem
diabetes) foi formado na Clinica de Atencao a Crianca e ao Adolescente do Centro
Universitario Mauricio de Nassau (Figura 3). As andlises genéticas foram
desenvolvidas no Laboratdrio de Genética e Sequenciamento Tania Falcdo, da

Universidade Federal Rural de Pernambuco (Figura 4).

Figura 1- Hospital das Clinicas de Pernambuco

Hospital das Clinicas
UFPE

Fonte: Disponivel em: <http://www.cbnrecife.com/noticia/hospital-das-clinicas-da-ufpe-promove-
mutirao-para-detectar-retinopatia-diabetica>. Acesso em: 10 set. 2017.
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Figura 2 - Centro Médico Senador Ermirio de Moraes

Fonte: Disponivel em:
<https://Ih5.googleusercontent.com/p/AF1QipMuR2xuXgmbzalL3ugKR6AKTHTIEh_PGgxrlTOu3>.
Acesso em: 10 set. 2017.

Fonte: Disponivel em: <https://www.uninassau.edu.br/estrutura-fisica/bloco-d>. Acesso em: 10
set. 2017.
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Figura 4 - UFRPE

proste—=is

Fonte:Disponivel em: <http://plataforma9.com/upload/2016/06/urfpe3.jpg>. Acesso em: 10 set. 2017.

Selecdo da amostra:

As criancas e os adolescentes foram selecionadas por conveniéncia. Ao chegarem
nos servigos médicos e odontoldgicos, eram avaliados sob os critérios de incluséo e

exclusdo, para entdo serem incluidos nos grupos da amostra, quando possivel.

1 Grupo caso:

Critérios de Inclusdo: pacientes com idade entre 06 a 13 anos; presenca de pelo
menos dois dentes permanentes em oclusdo entre si; diagnéstico do DM1, de
acordo com os critérios da Associacdo Americana de Diabetes (SBD, 2015-2016):
Sintomas de polidria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia casual =
200 mg/dI; Glicemia em jejum = 126 mg/dl e Glicemia de 2 horas pos-sobrecarga de
759 de glicose > 200mg/dl; Hemoglobina glicada = 6,5%.

Critérios de Exclusdo: apresentar outro comprometimento sistémico (sindromes,
hipertensdo arterial, imunodeficiéncia, cardiopatias, hepatopatias, asma, ou outra
condicdo que de forma direta ou indireta pudesse trazer algum tipo de
comprometimento na condicao periodontal); fazer uso de aparelho ortodontico.
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2 Grupo controle:

Critérios de Inclusdo: pacientes com idade entre 06 a 13 anos; presenca de pelo
menos dois dentes permanentes em oclusdo entre si; estar no primeiro dia de
consulta odontolégica na Clinica.

Critérios de Excluséo: apresentar diagndstico de algum comprometimento sistémico
(diabetes, sindromes, hipertensdo arterial, imunodeficiéncia, cardiopatias,
hepatopatias, asma, ou outra condicdo que de forma direta ou indireta pudesse
trazer algum tipo de comprometimento na condicdo periodontal); fazer uso de
aparelho ortodontico.

Amostra do Estudo:

ApOs aplicados os critérios de inclusdo e excluséo, foram definidos 60 pacientes

para o grupo caso e 100 pacientes para o grupo controle.

4.3 Calibracéo

A pesquisadora realizou todos os exames clinicos periodontais nos pacientes
do estudo. Previamente, foi calibrada por uma especialista em periodontia, quando
criancas foram submetidas ao exame periodontal por ambas profissionais. Foram
comparados os dados coletados (NIC, PS, SS e IPV dos dentes permanentes em
oclusédo entre si). O Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (ICC) apresentou

resultados satisfatorios para todas as analises.

4.4 Exame Periodontal

Todas as criangas foram submetidas ao exame clinico periodontal (Figura
5), realizado com a utilizacdo de odontoscopios e sondas manuais milimetradas
(PC15, Universidade Carolina do Norte). A avaliacéo clinica periodontal foi realizada
atravées de exames objetivos, com base nos dentes permanentes em oclusao
(XAVIER et al, 2009).
Os seguintes dados foram coletados e registrados:
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1) Nivel de Insercdo Clinica (NIC): medido como a distancia da juncao
amelocementaria (JAC) até a gengiva marginal, medida em milimetros (superficies
vestibular e lingual/ palatina) (AAP, 2000).

2) Profundidade a Sondagem (PS): a distadncia entre a margem da gengiva e a
por¢cdo mais apical da bolsa ou sulco. Medida com sonda milimetrada, de forma
circunferencial nas superficies central, mésio e disto-vestibular / central, mésio e
disto lingual/ palatina. O registro na ficha periodontal foi feito para valores a partir de

4 mm de forma ordinal em escala de 1 mm (AAP, 2000).

3) Sangramento a sondagem (SS): foi registrada a presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de sangramento apos 30 segundos transcorridos da profundidade de
sondagem (AINAMO, BAY,1975).

4) indice de Placa Visivel (IPV): foi registrada presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de placa bacteriana, sem utilizacdo de sonda (AINAMO, BAY,1975). Para
0 céalculo do indice, o numero de faces com presenca de placa foi dividido pelo
namero de faces presentes e o resultado, multiplicado pelo nimero 100, a fim de

obter o valor em percentual.

Figura 5 - Exame clinico

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo (2018).
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Diagnéstico:

A Doenca periodontal foi diagnosticada como: Gengivite, quando
caracterizada pela presenca de 25% ou mais de sitios com sangramento a
sondagem e nenhum sitio com Nivel de Insercdo Clinica > 2mm (Lopes NJ, 2005) e
Periodontite, quando caracterizada pelo achado de pelo menos um sitio

apresentando simultaneamente: PS =24mm e NIC = 3 mm (XAVIER et al., 2009).

4.5 Controle Glicémico:

A fim de avaliar o controle médio glicEmico dos pacientes do grupo
caso, foram identificados nos prontuérios individuais dos servicos de endocrinologia,
os valores atualizados das hemoglobinas glicadas. Pacientes com valores de
hemoglobina glicada = 7% foram consideradas como mau controle glicémico
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2013)

4.6 Anélise Genética

4.6.1 Estudo Piloto

JUSTIFICATIVA:

Pesquisas envolvendo analises genéticas apresentam a coleta de sangue
periférico como padrdo ouro, para fins de extracdo de DNA. No presente estudo,
com criangas e adolescentes, no entanto, as amostras biolégicas coletadas foram de
saliva e de células da mucosa jugal (procedimentos minimamente invasivos). A
técnica para a obtencdo de sangue representava um fator limitante, quando
restricbes éticas pressupunham a exposicdo desses pacientes a exames
estritamente necessarios. Além do exposto, as criangas com diabetes tipo 1 ja
chegavam as Unidades de Saude, com resultados atualizados dos exames de
sangue (hemograma e hemoglobina glicada), solicitados pelos médicos, em
consultas periodicas anteriores. Assim, nem para o grupo Caso, nem para o
Controle estava indicada a coleta de amostras sanguineas. A fim de identificar entre

a saliva e células da mucosa jugal, portanto, o material biolégico que permitisse uma
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melhor fonte para a extragdo de DNA, com maior quantidade e melhor qualidade;
assim como testar o protocolo do Wizard® Genomic DNA Purification Kit, da

Promega, para a extracdo de DNA de secrecdes diferentes de sangue.
MATERIAIS E METODOS

No Laboratério de Genética Bioquimica e Sequenciamento de DNA, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, foram coletados materiais bioldgicos de
06 voluntérios. Todos tinham realizado a ultima refeicdo ha mais de uma hora e
antes da coleta, ndo realizaram higiene bucal, apenas bochecho com 100 ml de
agua mineral. De cada um dos voluntarios, foi coletada uma amostra de saliva, que
foi ejetada em tubo plastico estéril e uma amostra de esfregaco de células da
mucosa jugal, com swab também estéril. Foi utilizado como critério de excluséo:
individuos que apresentassem alteracdo sistémica associada a mutacbes do gene
da B-globina humana, a anemia falciforme. O material foi identificado e armazenado
em geladeira na temperatura de -4° C por 24 horas e em seguida, armazenado em

freezer na temperatura de -22° C, de acordo com protocolo do laboratorio.

A extracdo de DNA foi realizada ap0s descongelamento em temperatura
ambiente. Os swabs com material biologico tiveram as pontas cortadas e colocadas
em eppendorf, com 300ul de soro fisiolégico. Em seguida, os tubos foram levados ao
vortex, durante 20 segundos e ap6és, para a centrifuga por 1 minuto, de acordo com
protocolo do laboratério. Ap6s a centrifugacéo, foram retirados dos tubos, as pontas
dos swabs, ficando pronto o contelddo residual para a etapa da extracdo. De cada
saliva coletada foram retirados 300ul e colocados em 6 tubos de eppendorf,
respectivamente. As extracbes do DNA de todas as amostras foram realizadas
utilizando o Genomic DNA Purification Kit, Promega, de acordo com instru¢des do

fabricante e adaptados de acordo com o protocolo in house.

Para a Reagcdo em cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizado o PCR
Master Mix da Promega, associado aos primers especificos para o gene da -
globina humana, de acordo com protocolo descrito por BELL et al (1993). As
amostras e 2 controles negativos preparados com 300yl de agua destilada
associados ao PCR Master Mix foram submetidas aos ciclos térmicos de 94°C por 4
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C, por 30 segundos; de
anelamento a 55°C, por 30 segundos; e de extensdo a 72°C, por oito minutos.
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A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1%, preparado com 0,4g
de agarose e 40 ml de tampédo (TBE). O TBE foi também colocado na cuba da
eletroforese a um volume de 200 ml. Foi retirado 5ul de cada amplicon e dos 2
controles negativos e associados a 3ul de corante sybergreen. Em seguida, foram
aplicados, juntamente com o ladder, aos pocos do gel de agarose a 1% para a
realizagéo da eletroforese, durante 30 minutos. A fonte da eletroforese foi calibrada
em 100 V de voltagem (V), 110mA de corrente (I) e 100w de poténcia (P).

Para a quantificacdo do DNA foi utilizado o DNA Labeling and detection
kit, Invitrogen, seguindo o protocolo do fabricante, utilizando 1ul de cada DNA
extraido. Em seguida, para fins de leitura e quantificacdo do DNA, cada eppendorf

com 1pl da amostra foi colocado no aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer.

Na analise estatistica, foi avaliada a significAncia estatistica unilateral
para o Teste de Monte Carlo e realizada a Probabilidade exata. Foram realizadas
comparacdes de médias de amostras paradas (2 coletas do mesmo individuo) e em
funcdo do nimero reduzido de amostras; foram determinadas probabilidades exatas,

pois independem da forma de distribui¢cdo dos dados.
RESULTADOS DO PILOTO:

1 EXTRAGCAO DO DNA

DAS AMOSTRAS DE CELULAS DA MUCOSA

Apés 30 minutos da Eletroforese, em gel de agarose a 1%, foi observado que
apenas na amostra SU4 (Figura 6), o produto da PCR ndo amplificou para o gene da
B-globina humana (250 pb). O DNA dessas amostras foi extraido a partir de células
da mucosa jugal. As demais amostras que amplificaram, puderam confirmar o

sucesso das extracdes do acido desoxirribonucléico.
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Figura 6 — Imagem representativa do gel apés a eletroforese CN (Controle Negativo).
L(Ladder). Amostras de DNA extraidos dos swabs dos 6 pacientes amplificadas por
PCR para o gene da B-globina

CN L SU1 SUZ SU3 SU4 SUS SUs

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo (2018) com base nos dados desta pesquisa.

DAS AMOSTRAS DE SALIVA

Apéds 30 minutos da Eletroforese, em gel de agarose a 1%, foi observado
que todos os produtos da PCR, das amostras de DNA extraidos das salivas (Figura
7), amplificaram para o gene da [B-globina humana (250 pb), demonstrando o

sucesso do produto da extracdo, a partir deste material biologico.

Figura 7 — Imagem representativa do gel apés eletroforese CN (Controle Negativo).
L(Ladder). Amostras de DNA extraidos a partir das salivas amplificadas por PCR para
o gene da B-globina

CN L SAl1 SA2 SA3 SA4 SA5 SA6

250pb —

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo (2018) com base nos dados desta pesquisa.
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2 QUANTIFICACAO

A fim de quantificar o DNA extraido, as amostras de DNA foram
associadas aos agentes do kit para quantificacdo da Invitrogen, seguindo o protocolo
do fabricante, e em seguida, foram observados os resultados, através da leitura do
aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer. Apés a leitura dos dados, observou-se que a
extragdo de DNA gendmico a partir de material colhido do esfregaco da mucosa
jugal e da saliva de 6 individuos, resultou em concentracfes bem variadas de DNA
(de 0,04 a 58,30 ng/ml).

Os dados colhidos foram analisados e encontrados valores médios ou
medianos dessas concentragfes, maiores quando a extracdo foi feita a partir da
saliva (média de 2,15 para a mucosa jugal e 31,37 para saliva). A concentracdo de
DNA obtida a partir da saliva foi maior que a obtida por meio do esfregaco da
mucosa jugal em valores médios, em todos os 6 individuos que tiveram os dois
materiais biolégicos coletados. A concentracdo de DNA alcancada a partir da saliva
foi mais de 50 vezes maior do que aquela alcancada com a mucosa jugal, no mesmo
individuo. O resultado mostrou-se estatisticamente significante, apesar do tamanho
reduzido da amostra, (p=0,017 / 0,016). Testes estatisticos: Monte Carlo e
Probabilidade exata.

CONCLUSAO DO PILOTO:

A saliva foi identificada como o melhor material biol6gico para extracdo de
DNA, quando comparada com células da mucosa jugal. O protocolo de extracdo da
Wizard® Genomic DNA Purification Kit, da Promega, adaptado in house (no

laboratério) foi utilizado com sucesso para a extracdo de DNA de todas as amostras.

4.6.2 Coleta de material biologico

Com base nos resultados do Estudo Piloto, foram coletadas amostras de
saliva dos pacientes do grupo caso e do grupo controle (Figura 8), em potes estéreis
e armazenados a menos 20 graus (- 20°C) para posterior extracdo e analise do
DNA. De cada paciente, também foram extraidas células da mucosa jugal (Figura 9),
através de esfregacos com swab e armazenados em geladeira (2°C), para uma

segunda fonte de DNA, se necessatria.



36

Figura 8 - coleta de saliva

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcédo (2018).

Figura 9 - Esfregagco da mucosa jugal

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo (2018).

4.6.3 Extracdo de DNA

Foi utilizado o Wizard® Genomic DNA Purification Kit, da Promega,
adaptado no laboratério.Protocolo para extracdo do DNA, a partir da saliva: no tubo
de eppendorf, colocar 500ul de saliva (descongelada); acrescentar 600ul de solucéo
de lise celular do kit; descansar por 10 minutos;centrifugar por 30 segundos; retirar o
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sobrenadante; acrescentar 300ul de solugdo de lise nuclear do Kit; colocar os
eppendorfs em banho maria por 1 hora; acrescentar 100yl de solugdo de
precipitacdo do Kit; centrifugar por 3 minutos; retirar o sobrenadante em outro tubo e
descartar o pellet; acrescentar 300ul de isopropanol gelado; misturar 15 vezes, por
inversao dos tubos; centrifugar por Olminuto (13.000 rpm); descartar 600ul do
sobrenadante; acrescentar 300pl de etanol a 70%;centrifugar por 01 minuto; retirar
todo alcool e inverter o eppendorf deitado em papel toalha para secar, durante 01
hora; acrescentar 50ul de solugao de reidratacdo do Kit; colocar em geladeira (2° C)

por 24 horas; manter o eppendorf com DNA extraido, em freezer (- 20°C).

4.6.4 Processamento e Analise dos Gendtipos

Para a pesquisa dos polimorfismos nos genes IL-13 (+3953) (THOMSON
et al, 2001), IL-6(-174G/C) (LORENTE et al, 2016), IL-10 (-1082) (TALAAT et al,
2016), TNF-a (-308) (CHANG et al,2012) foram amplificadas as moléculas de DNA
extraidas das amostras de saliva, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), para um volume final de 25uL. Foram utilizados para cada reacdo, uma
solugcdo Master Mix PCR (Promega), 1uM de cada primer especifico para cada
regido selecionada (Tabela 2) e 5uL de DNA. Os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados sob luz ultravioleta, para fins de

genotipagem.



Tabela 2 - Primers, Enzimas e Ciclos Térmicos para PCR
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LOCUS PRIMERS ENZIMA DE CICLOS TERMICOS
GENICO RESTRICAO
96°C por 2 min; 35 ciclos
5- de 94°C por 30 segundos,
CTCAGGTGTCCTCCAAGAAATCA 63°C por 30 segundos,
IL1R(+3953) | AA-3’ (Forward) e Taql 72°C por 30 segundos; e
5- uma incubacdo final de
GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3 72°C por 5 minutos
(Reverse)
94° C, 52° C, 72° C por 30
5-TTGTCAAGACATGCCAAAGTG- segundos (cada), por trinta
IL6(-174) 3’ (Forward) e Nla lll ciclos, durante 2 horas a
5CTGATTGGAAACCTTATTAGG-3’ 37°C
(Reverse)
94°C por 2 minutos
(1 ciclo), 96° C por 25
segundos, 70° C por 45
5-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG- segundos e 72° C por 20
3(Forward) e segundos (5 ciclos); a
IL10(-2082) (5- | e seguir, 96° C por 25
ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3 segundos, 65° C por 50
(Forward) e segundos e 72° C por 45
o primer 5'- segundos (11 ciclos); ao
CAGTGCCAACTGAGAATTTGG - 3 final, 96° C por 25
(Reverse) segundos, 55° C por 60
segundos e 72° C por 2
minutos (15 ciclos)
5-AATAGGTTTTGAGGGGCATGA- 95° C por 1 minuto, 10
3" (primer forward alelo especifico ciclos a 95° C por 15
TNFa (-308) | paraA)e5- | e segundos, 63° C por 45

ATAGGTTTTGAGGGGCATGG-3’
(primer forward alelo especifico para
G)eb5'-
TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3
(Reverse)

segundos, 72° C por 35
segundos, 25 ciclos a 95°
C por 20 segundos, 59° C
por 45 segundo e 72° C
por 5 minutos

Fonte: Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo (2018) com base nos dados desta pesquisa.
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Avaliacao periodontal em criangas e adolescentes com Diabetes Mellitus tipo
1: estudo caso-controle

Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo, Erinaldo Ubirajara Damasceno dos Santos,
Paulo Roberto Eleutério de Souza, Renata Cimoes

RESUMO

Objectivo: Comparar a condicdo periodontal entre criancas e adolescentes com
diabetes tipo 1 e pacientes saudaveis. Métodos: Foi realizado um estudo caso-
controle. 160 pacientes entre 6 e 13 anos foram submetidos ao exame clinico
periodontal, sendo 60 casos e 100 controles. O nivel de insercdo clinica (NIC), a
profundidade a sondagem (PS), o sangramento a sondagem (SS) e a presenca de
placa visivel (IPV) foram registados. Valores atualizados da hemoglobina glicada
(HbAlc) dos pacientes com diabetes foram anotados e comparados aos demais
dados. Para as andlises estatisticas foram empregados o teste Qui-quadrado de
Pearson e o de razéo de Verossimilhanca. Para a comparacdo das médias de idade
entre os grupos foi utilizado o teste de Mann Whitney. Resultados: Os pacientes do
grupo Controle apresentaram maior indice de placa visivel (72,52%) e maior
profundidade de sondagem (30,90%), nos sitios examinados. Os pacientes com
DM1 apresentaram maior numero de sitios com Sangramento a Sondagem (9,56%)
e uma associacdo positiva entre SS e controle glicémico inadequado (p<0,05).
Conclusdes: Neste estudo, com base nos critérios objetivos, criancas e
adolescentes nao foram diagnosticadas com DP, embora tenham apresentado alto
indice de Placa Visivel e baixo controle glicémico. Futuros estudos s&o necessarios

para melhor esclarecer a etiopatogenia nesses grupos.

Palavras- chave: Diabetes tipo 1. Gengivite. Periodontite.



41

ABSTRACT

Objective: To compare the periodontal condition among children and adolescents
with type 1 diabetes with healthy patients. Methods: A case-control study was
carried out, sixty-six patients aged 6 to 13 years underwent periodontal clinical
examination, 60 test and 100 controls. The clinical attacment level (CAL) probing
depth (PD), bleeding on probing (BOP) and presence of visible plague (IPV) were
recorded. Updated values of glycated hemoglobin (HbALc) in patients with diabetes
were recorded and compared to the other data. Pearson's chi-square test and
likelihood ratio test were used for statistical analysis. The Mann Whitney test was
used to compare the mean values of age between groups. Results: Patients in the
control group had a higher visible plaque index (72,52 %) and a greater probing
depth (30.90%) in the sites examined. Patients with DM1 had a higher number of
sites with bleeding (9.56%) and a positive association between BOP and inadequate
glycemic control (p<0,05). Conclusions: In this study, based on objective criteria,
children and adolescents were not diagnosed with PD, although they presented high
Visible Plate Index and low glycemic control. Future studies are needed to better
clarify the etiopathogenesis in these groups.

Key words: Type 1 diabetes. Gingivitis. Periodontitis.
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INTRODUCAO

O diagnéstico de doencas sistémicas e metabdlicas, em muitos casos,
acontece nos primeiros anos de vida. Criancas sdo avaliadas por equipes com
endocrinologistas, nutricionistas, psicologos, entre outros profissionais, mas nem
sempre recebem atencdo bucal adequada, o que pode representar um risco a

infecces e comprometer a salde geral.*

Pacientes com Diabetes Mellitus (DM) tém despertado uma atencdo peculiar
aos meédicos dentistas. Estima-se uma populacdo mundial de 387 milhdes de
individuos diagnosticados com a doenca metabdlica?, com perspectivas de 9 bilhdes
no mundo, em 2040.% O diabetes tipo 1 (DM1) representa de 5 a 10% dos casos,
sendo o mais comum entre criancas e adolescentes. E caracterizado por reagéo
auto-imune, com a destruicdo das células beta das ilhotas de Langerhans
pancreaticas; ou de etiologia idiopatica, usualmente levando a deficiéncia completa
de insulina.*® Pacientes podem desenvolver problemas visuais, cerebrais, renais,
cardiovasculares, e em casos mais graves, chegar a Obito, isto pode ocorrer, na
faléncia de 6rgdos vitais.? As alteracbes bucais também podem ser observadas,
como: queiloses, fissuras, ressecamento de mucosas, sindrome da ardéncia bucal,

caries, dificuldades de cicatrizac&o, além de alteragdes na microbiota.®’®

Entre as repercussbes bucais, as periodontopatias, doencas gengivais e
periodontites®, sédo as mais citadas, com prevaléncia de 39% na DM1 e em pacientes
com diabetes tipo 2, apresentam 2,8 vezes mais chances de desenvolver a doenca,
quando comparados a grupos de controle.'® Pacientes com DM podem apresentar:
elevacdo dos niveis de glicose, calcio, potassio e magnésio, além da diminui¢cdo no
fluxo e capacidade tampéao salivares; diminuicdo da atividade dos neutrofilos; além

de incompeténcias microvasculares; que predispdem a danos teciduais e a uma
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resposta inadequada diante de infeccdes.®**? A libertacéo de citoquinas, além de
produtos das bactérias na doenca periodontal (DP), influenciam tecidos e érgéos a

distancia, o que pode comprometer a condicdo sistémica do paciente. >

Uma melhor compreenséo das manifestacdes bucais nestes pacientes, desde
a infancia, pode orientar cuidados precoces, minimizando riscos e facilitando os
tratamentos. Através do estudo caso-controle, buscou-se identificar a condicéo
periodontal de criancas e adolescentes com DM1, e comparar os resultados com

pacientes saudaveis.
MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada com uma amostra aleatéria ndo probabilistica. A fim
de manter a homogeneidade dos grupos, com semelhantes niveis socioeconémicos,
foram selecionados servicos que realizam atendimento de salde gratuito a
populacado, localizados na mesma cidade. O grupo caso foi formado por 60
pacientes com DM1, atendidos em dois hospitais publicos brasileiros. O grupo
controle, por 100 criangas e adolescentes atendidas na Clinica Escola do Centro
Universitario Mauricio de Nassau. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob o Parecer de nimero 912.145.
Para os casos, foram selecionados os pacientes entre 6 e 13 anos de idade, com
diagnéstico de DM1 e com dentes permanentes em oclusdo entre si. Os valores
atualizados da hemoglobina glicada (HbAlc) foram registados. Criangcas com outras
doencas sistémicas ou com uso de aparelhos ortodénticos, ndo foram incluidas no

estudo.
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Para o grupo controle, foram selecionados pacientes da mesma fase etaria,
sem diagnéstico de doencas sistémicas e que apresentassem dentes permanentes

em ocluséo. O uso de aparelhos ortoddnticos também foi critério de exclusao.
Parametros avaliados

O exame periodontal foi realizado com a utilizacdo de espelho intra-oral e
sondas manuais milimetradas (PC15, Universidade Carolina do Norte). Foram
coletados os seguintes dados: Nivel clinico de insercdo (NIC); Profundidade a
sondagem (PS), medida nos sitios: centro-vestibular, mesio-vestibular e disto-
vestibular e centro-lingual, disto e mesio-lingual, dos dentes permanentes em
oclusdo.?’Para o Sangramento & sondagem (SS) foi registada a presenca ou
auséncia de sangramento, apés 30 segundos da sondagem. 2> Presenca de placa

visivel (IPV): foi registada a presenca ou auséncia de placa bacteriana, sem

utilizacéo de sonda.?
Diagnoéstico

A Doenca periodontal foi classificada como: Gengivite, quando caracterizada
pela presenca de 25% ou mais de sitios com sangramento a sondagem e nenhum
sitio com NIC > 2mm.?® Periodontite, quando caracterizada pelo achado de pelo
menos um sitio apresentando simultaneamente PS = 4mm e NIC = 3 mm.?
Pacientes com hemoglobina glicada = 7,0 % foram considerados com mau controle

glicémico.?
Calibracao

A pesquisadora realizou todos os exames clinicos periodontais nos pacientes

do estudo. Foi previamente calibrada por uma especialista em periodontologia e
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comparados os dados coletados. Foi verificado um coeficiente de correlacao

intraclasse (ICC), satisfatério para todas as analises (0,4 < ICC < 0,75).

Analise estatistica

Para a analise dos dados, foram aplicados os testes de independéncia do Qui-
quadrado de Pearson e o de Razdo de Verossimilhanga. Na comparacdo das
médias de idade entre os grupos foi utilizado o teste de Mann Whitney. Valores de p
menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O Software

utilizado foi o SPSS 20.0.

RESULTADOS

O sexo masculino foi predominante em ambos os grupos, sem diferenca
significante (p=0,512) (Gréafico 1). Os pacientes apresentaram diferentes idades, a
maioria com 8 ou 11 anos, o que também nédo representou diferenca significante
(p=0,139) (Gréfico 2).

No exame clinico, foram avaliados os dentes permanentes em oclusdo, com
média de + 5,97 a + 7,25 dentes por pacientes casos e controles, respectivamente. A
maioria dos sitios examinados nos pacientes com DM1 apresentou PS igual a 1 mm
(88,98%). No grupo Controle, 29,14% apresentaram PS igual a 2 mm e em apenas 3
sitios, o resultado foi igual a 4 mm. A profundidade de sondagem, portanto, foi maior
nos pacientes do grupo controle e essa diferenca foi estatisticamente significante
(p<0,05). Em relacdo ao SS, os pacientes com diabetes apresentaram 1,2 vezes
mais hipoteses de apresentar o sangramento, em relacdo aos pacientes sem
diabetes (p<0,05)(Tabela 1). A média do IPV foi maior nos pacientes sem DM1,
72,52% (Tabela 2), com placa bacteriana visivel em 81,18% das faces examinadas
(Tabela 1). Os pacientes com diabetes apresentaram uma média de IPV de 38,95%,

com 69,37% das faces examinadas apresentando o biofilme (p<0,05).
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Foi observado um baixo controlo glicémico no grupo caso, com valores da
HbAlc entre 8,71%, em média, chegando a 15% (Tabela 3). Quando foi considerado
0 SS e os valores da HbAlc, observou-se que os pacientes com DM1 que
apresentaram HbAlc>7%, apresentaram um numero 2 vezes maior de sangramento
apos sondagem, que os pacientes com niveis glicémicos normais (Tabela 4).

Todos as criancas examinadas apresentaram o NIC dentro da normalidade.
ApoOs a andlise de todos os dados, nao foi diagnosticada doenca periodontal entre os
grupos.

DISCUSSAO

Para o desenvolvimento deste estudo, foi realizado o exame periodontal em
160 criancas e adolescentes. O conhecimento prévio das caracteristicas e
alteracdes de normalidade do periodonto nesta fase do ciclo vital foram essenciais, a
fim de que falsas patologias ndo fossem diagnosticadas. Na crianca, ocorrem
variacdes fisiolégicas, como maior presenca de fibras coladgenas, menor
queratinizacao do tecido epitelial gengival; além de alteracdes 6sseas, com espacos
medulares maiores, maior vascularizacdo e suprimento linfatico, o que pode
representar diferencas de coloragdo, textura e forma dos tecidos periodontais,
quando comparados ao paciente adulto. **#'° E importante ressaltar, no entanto,
gque em pacientes com diabetes, as alteragbes imunoldgicas, vasculares e
metabdlicas representam condi¢des de risco. A susceptibilidade individual, o nivel de
controle glicémico e inadequados cuidados bucais poderéo alterar caracteristicas de
normalidade, devendo ser avaliado o caso a caso.™

A Organizacdo Mundial de Saude considera a DP como a sexta complicagéo
crénica do diabetes.’® Uma pesquisa com 208 pacientes com DM diagnosticou a

periodontite severa em criancas com 11 anos de idade, aumentando a incidéncia de
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perda 6ssea na puberdade e em até 26% dos casos, entre os 17 e 18 anos.?
Nenhum caso de doenca periodontal, no entanto, foi diagnosticado entre os casos e
controles deste estudo. Diferencas entre as metodologias empregadas nas
pesquisas podem justificar os resultados, com diferentes idades, critérios para
diagndstico ou diferentes denticfes avaliadas.

Neste estudo, foram avaliados: NIC, PS, SS e IPV, com base nos dentes
permanentes em oclusdo, o que variou de 2 a 28 dentes por paciente, de acordo
com a idade e a cronologia de erupcdo. Nos grupos com e sem diabetes, pacientes
de ambos os sexos foram examinados, o que ndo comprometeu a interpretacédo dos
resultados, pois a associacdo com o género nao foi significante- De acordo com a
literatura, alteracdes patolégicas como gengivites e periodontites, podem estar
associadas ao sexo do individuo, quando influenciadas por alteraces hormonais,
como: na puberdade, gravidez e menopausa.**® Por outro lado, o sexo masculino
pode representar um fator de risco, quando aspectos socioculturais podem
influenciar num menor cuidado com a saude e higiene pessoal e ainda, a uma maior
exposicdo ao tabaco e ao alcool.'®* Estudo em pacientes com DML, entre 7 e 19
anos de idade, identificaram um percentual de individuos (62,8%) com presenca de
placa abundante e maior sangramento a sondagem, significativamente maior no
género masculino.®

Apoés o0 exame da PS, com base em critérios objetivos para diagndéstico, ndo
foi identificada a presenca de gengivite. Estudos epidemiologicos, contudo, indicam
a presenca da gengivite como achado comum em criancas.?”?® Vérios trabalhos que
pesquisam a gengivite em criangcas e adolescentes, no entanto, utilizam critérios
subjetivos para o diagnostico da doenca e assim, apresentam diferentes resultados.

De acordo com Toledo'®, muitos vieses de confusdo podem acontecer, pois o
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periodonto de criancas e adolescentes podem apresentar alteracédo de cor, volume e
forma, associados a alteracdes fisioldgicas nos periodos de esfoliacdo dos dentes
ou erupcéao dentéria, o que nao é doenca.

Apesar da auséncia da inflamacéo, foi identificada a presenca de placa visivel
na maioria dos pacientes. Nas criancas com DM1, em 69,37% das superficies
dentarias, e na quase totalidade das faces, no grupo controle (81,18%). O acumulo e
metabolismo de bactérias sobre tecidos dentais representam fatores de risco para
céries, doencas periodontais e estomatites.'®>?**°*3! O controle do biofilme melhor
nos pacientes com DM1 pode estar associado ao perfil dos examinados, criancas
sob uma maior vigilancia de higiene e dieta. No entanto, das 5.328 faces dentarias
examinadas, 3.696 apresentaram presenca de placa visivel nestes pacientes,
sugere que ainda ha muito o que se alertar, sobre a necessidade de uma atencéo
odontoldgica preventiva, também neste grupo.

Quando os resultados da PS foram comparados, observou-se que 0s
pacientes do grupo controle apresentaram maior comprimento entre a margem da
gengiva e a porgdo mais apical do sulco, com 2 mm, em 29,14% dos pontos
examinados. Entre os pacientes com diabetes, apenas 10,80% apresentaram tal
medida. Valores entre 1 e 2 mm da profundidade de sondagem, no entanto, ainda
sdo considerados dentro dos limites de normalidade, ndo representando quadros
patolégicos.>*®

Em uma Revisdo Sistematica, apds avaliados 37 estudos sobre a saude oral
de criancas com diabetes tipo 1, foi observado maior indice de placa e maior PS,
entre 0s pacientes com a doenca cronica, contudo, quando analisadas as pesquisas
de Coorte, entre os artigos da Revisdo, ndo foram observadas diferengcas com

significancia estatistica, entre a condicdo periodontal de casos e controles.*
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As periodontopatias caracterizam-se por um grupo de patologias que
ocorrem nos tecidos responsaveis pela protecdo dos dentes e sua inser¢cao no
tecido 6sseo alveolar, mandibular ou maxilar.® A etiopatogenia pode estar associada
a processos inflamatérios, traumaticos, neoplasicos, alteracbes genéticas e
metabdlicas.?” Grupos de microorganismos anaerébios no biofilme dentario, no
entanto, sdo conhecidos como 0s principais agentes etioldégicos e a resposta do
hospedeiro frente & infeccdo pode ser a principal responsavel pelo dano tecidual.?
Nos pacientes com DM, deficiéncias na quimiotaxia, adesdo e fagocitose dos
neutréfilos facilitam a persisténcia e a proliferacdo de agentes patogénicos.*® De
acordo com a literatura, observa-se entre pacientes com diabetes, uma resposta
mais exacerbada de mondcitos e macrofagos, que pode ser induzida por uma maior
concentracdo de mediadores inflamatoérios no fluido gengival, refletindo numa maior
atividade inflamatéria local, nem sempre compativel com a quantidade ou qualidade
e atividade do agente agressor.*!

A manutencao da saude de criancas e adolescentes com DML1 representa um
desafio diario. Na prevencédo de quadros infecciosos e complica¢cfes, o controle da
glicemia é essencial.** O tratamento baseia-se na educacéo alimentar, que deve
manter o padrao calérico e nutricional adequados ao crescimento e desenvolvimento
normais, além de um atividade fisica regular. A insulinoterapia, pode variar com
relacdo as idades e necessidades individuais, com diferentes dosagens, tempo de
acao e intervalos de doses a tratamentos através de bombas de infusdo continuas.
A automonitorizacao glicémica, com a medida da glicemia capilar e a dosagem da
hemoglobina glicada séo indicadas no controle e avaliacdo do paciente, permitindo
ajustes, evitando complicagbes micro e macrovasculares, além de danos

neurolégicos.>*?
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Nesta pesquisa, foram registados os dados da HbAlc de todas as criancas
do grupo dos Casos (Tabela 3). Os resultados variaram entre 4% a 15%, sendo a
meédia de 8,71%, indicando assim, um grande numero de pacientes com controle
glicémico inadequado. De acordo com as orientacbes da Sociedade Brasileira de
Diabetes (2015-2016), um melhor controle metabdlico acontece com o0s niveis de
HbAlc abaixo dos 7%. Nestes pacientes, observou-se também, uma associacao
entre a presenca do sangramento apds sondagem, com até 2 vezes mais hipoteses
de ocorréncia, nos pacientes com valores da hemoglobina glicada acima dos niveis
recomendados (Tabela 4). Assim, apesar do nao diagndstico de gengivites ou
periodontites, nos pacientes com diabetes tipo 1 foram observados varios fatores de
risco associados, como deficiente higiene bucal e a baixo controle glicémico,
circunstancias que a médio ou longo prazo podem resultar em doencas bucais,
assim como no agravamento da condicdo sistémica.®*314

De acordo com metandlise citada na Literatura’®, o efeito do tratamento
periodontal no controle glicémico dos pacientes com DM pode reduzir em 80% dos
niveis de HbAlc, assim como redu¢des em 50% nos niveis de citoquinas, como a
interleucina 6 e o Fator de Necrose Tumoral alfa, representando um melhor controle
metabolico.

A higiene bucal adequada, assim como tratamento médico dentario precoce,
devem, portanto, fazer parte da rotina de tratamentos destes pacientes, com
consultas periddicas, permitindo uma melhor qualidade de vida para criancas e

adolescentes.



51

CONCLUSOES

Neste estudo, com base nos critérios objetivos, criancas e adolescentes nao
foram diagnosticadas com doenca periodontal, apesar do alto indice de Placa
Visivel, do baixo controle glicémico e maior Sangramento a Sondagem, quando a
hemoglobina glicada foi = 7%. Futuros estudos sdo necessarios para melhor

esclarecer a etiopatogenia nesses grupos.
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Tabela 01 - Distribuicdo dos sitios do grupo caso e controle segundo as variaveis:
Profundidade de Sondagem (PS), Sangramento Sondagem(SS) e Placa Visivel

Nao
Diabéticos |Total p-
Variavel Diabéticos

valor | 53¢ 950

N % N % N %
PS
Imm 4913 69,10 4.74 88,98 9.659 77,62 0,000
2mm 2072 29,14 578 10,84 2.650 21,30
3mm 122 1,72 9 0,17 131 1,05
4mm 3 004 1 0,02 4 0,03
SS
Nao 6.534 91,90 4.82 90,44 11.35 91,27 0,000° 1,20 1,06 1,36
Sim 576 8,10 510 9,56 1.086 8,73
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Visivel

N&o 1.338 18,82 1.63 30,63 2970 23,88 0,000° 0,52 0,48 0,57
Sim 5.772 81,18 3.69 69,37 9.468 76,12

Total 7.110 100,00 5.328 100,00 12.438 100,00

1-Teste da Razéo de Verossimilhanca; 2 Teste qui-quadrado de Pearson; 3-OR — odds ratio;
IC - intervalo de confianca

Tabela 2 — Médias do niumero de dentes permanentes em oclusédo, faces presentes,
nameros de faces com placa bacteriana visivel e Indice de Placa Visivel por grupo.
(*) Teste Mann-Whitney

Grupo
Variaveis Caso Controle p-valor *
Média+ DP  Média + DP

No. De Dentes permanentes em

oclusao 15,27 £ 7,21 12,00 + 5,99 0,005
Numero de faces presentes 61,07 £28,82 48,00 + 23,96 0,005
Numero de faces com placa 2498 +2520 34,20 + 26,13 0,006
indice de Placa visivel 38,05+29,05 72,52+3559  <0,001

Tabela 3 - Medidas descritivas do percentual de hemoglobina glicada (HbAlc)
dos pacientes com DM1

Desvio-

Variavel/Grupo |N Média |Mediana Minimo | Maximo
padrao

HbAlc

Diabéticos 60 8,71 8,50 2,23 4 15

Tabela 04 - Distribuicdo dos sitios do grupo Caso, associando 0 sangramento a
sondagem ao percentual de hemoglobina glicada.
1 Teste qui-quadrado de Pearson; 2-OR — odds ratio; IC - intervalo de confianca

Sangramento | Diabetes Total p- OR |IC 95%
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Sondagem HbA1c = valor
HbAlc >7%

7%

n % n % n %
N&o 1.80 94,3 2.856 89,3 465 91,2 0,0000 200 159 2,50
Sim 108 57 342 10,7 450 8,8
Total 1.908 100,0 3.198 100,0 5.10 100,0
RESULTADOS
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Avaliacdo periodontal de criancas e adolescentes com diabetes mellitus tipo 1

e polimorfismos em l6cus génicos da IL1R (+3954), IL6(-174), 1L10(-1082) e

TNFa (-308)
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Eleutério de Souza?®® Renata Cimdes"

RESUMO

Background: As doencas periodontais podem acometer criangas e adolescentes e
o diabetes mellitus, assim como a presenca de polimorfismos em lécus génicos de
interleucinas, podem representar agentes modificadores da doenca bucal.

Objetivo: Pesquisar doenca periodontal (DP) em pacientes com e sem DM1 e o
perfil genético para IL1R (+3954), IL6(-174), IL10(-1082) e TNFa (-308). Desenho do
estudo: Foram avaliados 60 casos e 100 controles, com idades de 6 a 13 anos,
foram avaliados: NIC, PS, SS e o IPV. Salivas foram coletadas para extracao do
DNA, amplificacdo por PCR e genotipagens. Através dos valores da HbAlc foi
avaliado o controle glicémico.A analise estatistica foi realizada através dos Testes:
Qui-quadrado de Pearson, Razéo de Verossimilhanca e Mann Whitney. Resultados:
A distribuicdo genotipica para os I6cus génicos da IL1, IL6 e IL10 ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Para o lécus do TNFa, o
gendtipo GG foi mais presente entre os pacientes sem DM1. Néo foi diagnosticada a
DP e assim, ndo foi possivel associar os genoétipos e os alelos a essa doenca.
Pacientes controle apresentaram maiores IPV e PS (p<0,05) e os casos, maior SS
(p<0,05). A HbAcl > 7% foi fator de risco para o SS (p<0,05). Concluséo: N&ao foi
diagnosticada a DP nesta amostra, mas foram identificados fatores de risco, com
alto IPV e baixo controle glicémico. Na analise molecular, o alelo G e o gendétipo GG

para o TNFa (-308) representaram fator de prote¢ao ao desenvolvimento do DM1.

Palavras-chave: Diabetes tipo 1, gengivite, periodontite, polimorfismos,

interleucinas
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INTRODUCAO

A préatica odontolégica moderna € caracterizada por procedimentos
preventivos e minimamente invasivos, baseada em evidéncias." Pesquisas sobre
alteracOes nos tecidos de protecéo e sustentacao dos dentes em pacientes infantis,
no entanto, ainda tém baixa representatividade, o que limita a fundamentacdo de

novos protocolos clinicos.™*®

Apesar da doenca periodontal ser mais diagnosticada na fase adulta, pode ter
inicio em criancas e adolescentes, em qualquer idade do ciclo vital, com progressao
lenta, na maioria dos casos.'® A inflamacdo gengival e a reabsorcdo 6ssea sdo
caracteristicas da patogénese da doenca, associadas a resposta local, frente a acéo
dos microorganismos infectantes do biofilme, assim como a resposta imune do
individuo, que pode ser modificada diante de fatores de risco como o fumo ou na

presenca de distlrbios sistémicos.*®

Entre as doencas cronicas, o Diabetes mellitus (DM) deve despertar especial
atencdo. A disfuncdo metabdlica caracterizada pela hiperglicemia, oferece riscos as
funcdes e estruturas vasculares, renais, visuais, cardiolégicas, neurolégicas nos
individuos afetados; além de poder comprometer estruturas bucais: queiloses,
diminuicdo do fluxo salivar, dificuldades de cicatrizacdo; além de modificacdes na
microbiota, que predispdem a céaries e alteracdes nos tecidos adjacentes aos

dentes 4,5,8,9,10,11

VariacBes microvasculares, com o espessamento de capilares,
alteram a permeabilidade endotelial, o que dificulta a migracdo e atividade de células
de defesa; além de inibir a neoformacéo de fibras colagenas, comprometendo a
fixacdo e protecdo dental. A presenca das periodontopatias, por outro lado, induz a
liberacdo de citocinas inflamatérias, além dos produtos toxicos dos patdgenos,
capazes de dificultar a absorcdo da insulina, dificultando a melhora da condicao

sistémica.’

De acordo com a Associacdo Internacional de Diabetes, entre criancas e
adolescentes, o Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € o mais comum, e representa cerca
de 5 a 10% do total de casos. A doenga classificada como autoimune ou de etiologia
idiopatica provoca a destruicdo de células B pancredticas, responsaveis pela
producdo de insulina, levando o paciente a dependéncia total de horménio exdgeno.
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A incidéncia tem aumentado na populagao infantil, principalmente entre menores de
5 anos.'?*® pesquisas evidenciam que a retirada precoce do leite materno da dieta
dos lactentes e assim, uma exposicdo antecipada ao leite bovino, tem papel
importante na potencializacdo e etiopatogenia da doenca. A alta prevaléncia de
anticorpos anti-albumina bovina sérica (BSA) foi encontrada nestes pacientes.
Capaz, portanto, de desencadear o processo autodestrutivo.’® Infeccées,
deficiéncias vitaminicas, além da suscetibilidade genética ainda séo citados como

fatores de risco.!

Aspectos genéticos também tém sido associados a riscos de alteracdes nos
tecidos bucais em pacientes com DM: a presenca de polimorfismos de nucleotideo
simples (SNP) em genes envolvidos na cascata inflamatéria, modificando a
expressdo génica e assim, a resposta imune do hospedeiro diante do agente
agressor.'?*® Apesar de ndo ser consenso na literatura, resultados com significancia
estatistica fizeram associacdo entre a presenca de alelos mutantes em regibes
promotoras da interleucina 1R (+3953) 2, da IL6 (-174) 3, do Fator de Necrose
Tumoral Alfa (-308 )** e da IL-10 (-1087)* com periodontopatias (Tabela 1). Quando
0os SNPs foram identificados como possiveis modificadores da resposta humoral, ora
capazes de exacerbar a presenca de interleucinas circulantes, ora inibindo a
producdo dessas proteinas, aumentando, em ambos casos, a gravidade das
doencas.'**® Os estudos, no entanto, t&ém sido realizados em pacientes jovens e

adultos, sem estudos similares em portadores do DM1.

Diante do exposto, da necessidade de encontrar mais evidéncias em criancas
e adolescentes, além de possiveis marcadores moleculares associados ao risco da
doenca periodontal, este estudo caso-controle buscou comparar a condicdo do
periodonto de criancas com e sem diabetes tipo 1, identificando os genaétipos
frequentes para os genes das interleucinas IL1[3 (+3954), IL6(-174), TNF-a(-308) e
IL10(-1082).

MATERIAIS E METODOS

O Projeto de pesquisa foi inicialmente submetido ao Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco e aprovado sob Parecer de
namero 912.145. O estudo caso-controle foi desenvolvido com criangas brasileiras,
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no periodo de abril de 2015 a novembro de 2016, nos departamentos de
Endocrinologia Pediatrica do Hospital das Clinicas de Pernambuco e do Centro
Médico Senador José Ermirio de Moraes, ambos servigos publicos, localizados no
municipio de Recife, referéncia no atendimento especializado a criancas com
diabetes mellitus tipo 1. Na Clinica odontolégica de Atendimento a crianca e ao
adolescente, do Centro Universitario Mauricio de Nassau, foram examinadas as
criancas para 0 grupo controle. As analises genéticas foram desenvolvidas no
Laboratério de Genética e Sequenciamento, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

Todos os pais ou responsaveis pelos pacientes assinaram o Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido, cientes dos Riscos e Beneficios da pesquisa.
Durante os exames periodontais e coleta de material biolégico para o estudo, foram
realizados procedimentos minimamente invasivos, gerando pouco ou nenhum
desconforto nas criangas. Ao término, todos receberam escovas dentais, aplicacao
topica de fluor, bem como orientacbes sobre saude bucal. Discussdes e palestras
sobre os riscos a saude bucal de criancas com diabetes também aconteceram com

as equipes médicas dos servi¢os de saude, durante o periodo da pesquisa.

AMOSTRA

As criancas foram selecionadas por conveniéncia, ap0s passarem por
critérios de inclusdo e exclusdo. Para o grupo caso, como critérios de inclusao,
foram observados: pacientes com idade entre 06 a 13 anos; com pelo menos dois
dentes permanentes em ocluséo entre si; diagnéstico do DM1, de acordo com o0s
critérios da Associacdo Americana de Diabetes (2015). Como critérios de exclusao:
apresentar outro comprometimento sistémico (sindromes, hipertensdo arterial,
imunodeficiéncia, cardiopatias, hepatopatias, asma, ou outra condi¢cdo que de forma
direta ou indireta pudesse trazer algum tipo de comprometimento na condi¢ao
periodontal); fazer uso de aparelho ortodéntico.

Para o grupo controle, os critérios de inclusdo foram: pacientes com a mesma
faixa etaria do grupo caso, com pelo menos dois dentes permanentes em ocluséo
entre si; além de estar no primeiro dia de consulta, na clinica odontolégica. Como
criterios de exclusdo: apresentar diagnostico de alguma condicdo sistémica
debilitante (diabetes, sindromes, hipertensao arterial, imunodeficiéncia, cardiopatias,

hepatopatias, asma, ou outra condicdo que de forma direta ou indireta pudesse
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trazer algum tipo de comprometimento na condicdo periodontal); fazer uso de
aparelho ortoddntico. Apds aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo, a amostra
final contou com 60 pacientes para o grupo caso e 100 pacientes para 0 grupo

controle.

CALIBRACAO

A pesquisadora principal realizou todos os exames clinicos periodontais
nos pacientes do estudo. Previamente, foi calibrada por uma especialista em
periodontia e comparados os dados coletados. Foi verificado um Coeficiente de

Correlacao Intraclasse (ICC) satisfatorio para todas as analises.

EXAME PERIODONTAL

Todas as criancas foram submetidas ao exame clinico periodontal,
realizado com a utilizacdo de odontoscépios e sondas manuais milimetradas (PC15,
Universidade Carolina do Norte). A avaliacdo clinica periodontal foi realizada através
de exames objetivos, com base nos dentes permanentes em oclus&o.*

Os seguintes dados foram coletados e registrados:

Nivel de Inser¢cdo Clinica (NIC): medido como a distancia da juncéo
amelocementaria (JAC) até a gengiva marginal, medida em milimetros (superficies
vestibular e lingual/ palatina).*

Profundidade a Sondagem (PS): a distancia entre a margem da gengiva e a por¢ao
mais apical da bolsa ou sulco. Medida com sonda milimetrada, de forma
circunferencial nas superficies central, mesial e distal vestibular; e mesial, central e
distal lingual / palatina. O registro na ficha periodontal ser& feito para valores a partir
de 4 mm de forma ordinal em escala de 1 mm.**

Sangramento a sondagem (SS): foi registrada a presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de sangramento apos 30 segundos transcorridos da profundidade de
sondagem.”

indice de Placa Visivel (IPV): foi registrada presenca (escore 1) ou auséncia de
placa bacteriana (escore 0), sem utilizacdo de sonda, apdés secagem da superficie

dentaria com leve jato de ar comprimido.?’ Para o célculo do indice, o nimero de
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faces com presenca de placa foi dividido pelo numero de faces presentes e o
resultado, multiplicado pelo nimero 100, a fim de obter o valor em percentual.
DIAGNOSTICO

A Doenca periodontal foi diagnosticada como: gengivite, quando
caracterizada pela presenca de 25% ou mais de sitios com sangramento a
sondagem e nenhum sitio com Nivel de Insercéo Clinica > 2mm 2! e periodontite,
quando caracterizada pelo achado de pelo menos um sitio apresentando

simultaneamente, PS = 4mm e NIC = 3 mm.*®
ANALISE GENETICA

Foram coletadas amostras de saliva dos pacientes dos grupos caso e
controle, em potes estéreis e armazenados a menos 20 graus (- 20°C) para posterior
extracdo e analise do DNA. Para a extracdo do DNA foi utilizado o Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, da Promega, com protocolo adaptado no laboratorio,
apos Estudo Piloto. Protocolo: no tubo de eppendorf, adicionar 500ul de saliva
(descongelada) e 600ul de solugédo de lise celular do kit; descansar por 10
minutos;centrifugar por 30 segundos; retirar o sobrenadante; acrescentar 300ul de
solucéo de lise nuclear do Kit; colocar os eppendorfs em banho maria por 1 hora;
acrescentar 100ul de solugao de precipitacao do Kit; centrifugar por 3 minutos; retirar
o sobrenadante em outro tubo e escartar o pellet; acrescentar 300ul de isopropanol
gelado; misturar 15 vezes, por inversao dos tubos; centrifugar por 0O1minuto (13.000
rpm); descartar 600yl do sobrenadante; acrescentar 300ul de etanol a
70%;centrifugar por 01 minuto; retirar todo alcool e inverter o eppendorf deitado em
papel toalha para secar, durante 01 hora; acrescentar 50ul de solucdo de
reidratacdo do Kit; colocar em geladeira (2° C) por 24 horas; manter o eppendorf
com DNA extraido, em freezer (- 20°C).

PROCESSAMENTO E ANALISE DOS GENOTIPOS:

Para a pesquisa dos polimorfismos nos genes IL-1B (+3953)%,
IL-6(-174G/C)?, IL-10 (-1082)**, TNF-a (-308)% foram amplificadas as moléculas de
DNA extraidas das amostras de saliva, através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), para um volume final de 25uL. Foram utilizados para cada reacdo, uma

solucdo Master Mix PCR (Promega), 1uM de cada primer especifico para cada
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regido selecionada (Tabela 2) e 5uL de DNA. Os produtos foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados sob luz ultravioleta, para fins de

genotipagem.

CONTROLE GLICEMICO:

A fim de avaliar o controle médio glicEmico dos pacientes do grupo caso,
foram identificados nos prontuarios individuais dos servigcos de endocrinologia, 0s
valores atualizados das hemoglobinas glicadas.Pacientes com valores de

hemoglobina glicada = 7% foram consideradas como mau controle glicémico.™*
ANALISE ESTATISTICA:

Para analise do exame periodontal, os dados foram expressos em
valores absolutos e relativos para comparacao dos valores obtidos apds o exame
do NIC, da PS, do SS e o IPV. Foi utilizado o Teste de Independéncia do Qui-
guadrado de Pearson e o de razdo de Verossimilhanca, quando o teste do Qui-
guadrado ndo pdde ser utilizado. Para comparacdo das médias de idade entre os
grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann Whitney, pois a amostra ndo
seguia uma distribuicdo normal, confirmada pelo teste de Shapiro Wilk. Valores de
p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. O Software
utilizado foi o SPSS 20.0. Para a analise genética, foi utilizado o Teste Exato de
Fisher e Software Bioestat 5.0. Os valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes e os valores da OR (Odds ratio) condiderados: fator

de risco, quando > 1 e fator de prote¢éo, quando < 1.

RESULTADOS

Neste estudo, o sexo masculino foi predominante em ambos grupos,
(p>0,05). As criancas apresentaram diferentes idades, a maioria com 8 ou 11 anos
(p>0,05). No exame clinico, foram avaliados os dentes permanentes em oclusao
entre si, totalizando 2.116, com meédia de + 5,97 a = 7,25 dentes avaliados para
cada caso e controle, respectivamente. Foram avaliadas 3.664 faces no grupo caso
e 4.800 faces no grupo controle. A maioria dos sitios examinados nos pacientes



com DM1 apresentou PS igual a 1 mm (88,98%). No grupo controle, 29,14%
apresentaram PS igual a 2 mm e em apenas 3 sitios, o resultado foi igual a 4 mm.
A profundidade de sondagem foi maior nos pacientes do grupo controle (p<0,05).
Em relacdo ao SS, os pacientes com diabetes apresentaram 1,2 vezes mais
chances de apresentar o sangramento, em relacdo aos pacientes sem diabetes
(p<0,05) (Tabela 3). A média dos valores do IPV foi maior nos pacientes sem
diabetes (72,52%) que nos pacientes com diabetes (38,95%), (p<0,05) (Tabela 3).

Foi observado um baixo controle glicémico no grupo caso, com valores
da HbAlc de 8,71%, em média, chegando a 15%. Quando foi considerado o SS e
os valores da HbAlc, observou-se que os pacientes com DM1 que apresentaram
HbAlc>7%, apresentaram um numero 2 vezes maior de sangramento apos
sondagem, que o0s pacientes com niveis glicémicos compensados (p<0,05)
(Tabela 3). Ap6s a andlise de todos os dados da ficha clinica periodontal, ndo foi
identificada a doenca periodontal em nenhum dos pacientes do grupo caso, nem do
controle.

Quando foi avaliada a distribuicédo alélica e genotipica entre os individuos
(Tabela 4) para o gene do TNFa (-308), o alelo G foi mais frequente entre os
pacientes sem DM1. Quando comparados 0s genotipos entre o0s grupos, foi
utiizado o GG como referéncia.Nao houve significancia estatistica, quando
comparado ao genétipo GA (p>0,05). Quando o gendtipo GG foi comparado ao
homozigoto AA, no entanto, apresentou maior frequéncia entre os pacientes sem
DML1 (p<0,05).

Na andlise da distribuicdo alélica para o gene da IL-6 (-174), utilizou-se o
alelo C como referéncia (p<0,05), com uma maior frequéncia entre os pacientes do
grupo caso. Na analise da distribuicdo dos genotipos, ndo houve significancia
estatistica entre os individuos CC, GC ou GG.

Para o gene da IL-10 (-1082) foi utilizado o alelo A como referéncia, sem
significancia estatistica, quando comparado ao alelo G. Ao serem comparadas as
distribuicbes genotipicas entre os grupos, também néo foi observada significancia
estatistica.

Na analise do gene da IL-13 (+3954) foi utilizado o alelo T como referéncia,
sem significancia estatistica quando comparado ao alelo C. Para a avaliagdo dos
gendtipos, o homozigoto TT foi utilizado como referéncia, sem significancia

estatistica, quando comparado ao genotipo TC ou CC.
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DISCUSSAO

A doenca bucal de maior prevaléncia entre criancas e adolescentes € a
cérie dental’, no entanto, doencas periodontais também podem ser diagnosticadas
e tém despertado a atencdo de pesquisadores. Agentes modificadores, como o
Diabetes mellitus, interferem na patogénese da infecgcdo e na resposta imune do
individuo frente aos microorganismos do biofilme e assim, casos de DP que, como
regra, sdo diagnosticados em adultos, passam a ser também associados aqueles
pacientes, o que pode comprometer tecidos de protecao e sustentacdo dos dentes,
com riscos de perdas dentarias, se ndo tiver o diagnostico e tratamento
adequados.®*’

Neste estudo, foi observada uma inadequada higiene bucal em casos e
controles. O IPV foi menor, no entanto, nos pacientes com DM1l. O maior
monitoramento das criangas, por pais e responsaveis, acompanhadas 24 horas por
dia em esquemas alimentares e medicamentosos, talvez justifique a atencdo um
pouco melhor sobre os cuidados bucais. Em pesquisa similar, contudo, o maior
namero de superficies com placa bacteriana foi associado as criancas com
diabetes.® Assim, observa-se que a escovacdo dos dentes e a atencdo com a
saude da boca pode variar entre as populacées, ora aumentando ou diminuindo os
fatores de risco as doencas.

De acordo com a Academia Americana de Odontopediatria, a gengivite
tem um diagndstico comum entre criangas e adolescentes, com distribuicdo
universal.’® Neste caso-controle, foram utilizados critérios objetivos para o
diagnostico da inflamacdo e com base nesses parametros, nenhuma crianca
apresentou a gengivite, pois nenhum individuo apresentou mais de 25% dos sitios
com sangramento.?! Achados distintos do trabalho de Xavier et al*, onde foram
examinados 168 pacientes com diabetes tipo 1 e a prevaléncia desta patologia foi
em 28% dos casos. Resultado esse, associado ao maior tempo de diagnostico da
doenca sistémica e ao baixo controle glicémico.

A placa bacteriana na superficie dental representa um fator determinante

para o desenvolvimento da doenca, contudo, na etiopatogénese da gengivite, esta
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pode levar até 7 dias para desenvolver a inflamacgéo, apds o contato dos tecidos
gengivais com 0s microorganismos patogénicos. Além disso, a escovagdo dentaria
adequada pode reverter qualquer alteracéo inicial, antes do diagndstico clinico da
doenca.! Portanto, apesar da presenca de biofilme em grande nimero de faces
dentais examinadas em casos e controles deste estudo, certamente a quantidade
ou qualidade n&o foram suficientes para o diagnostico da inflamacéo gengival.

De acordo com Toledo®, muitas pesquisas devem ter seus resultados
guestionados, pois utilizam apenas critérios subjetivos para o exame clinico em
criancas e adolescentes, quando nesta fase do ciclo vital, € fisiolégico encontrar
alteragdes de cor, volume e forma nos tecidos periodontais, sem que represente
doenca, o que pode gerar muitos vieses de confusdo. Assim, evitando-se erros de
diagndstico, este caso-controle buscou critérios objetivos para o diagndéstico da
gengivite, com base na metodologia de outros estudos.***

O exame odontolégico no paciente infantil, exige aten¢éo, considerando
peculiaridades inerentes ao crescimento e desenvolvimento dos individuos.
Caracteristicas estruturais sao especificas, como uma maior queratinizacao
epitelial, maior presenca de fibras coladgenas, maiores espacos medulares, assim
como maior suprimento vascular e linfatico, quando comparados ao individuo
adulto. As criancas podem apresentar alteracdes fisioldégicas, como a presenca de
edemas, aumento da profundidade do sulco gengival, alteracdes na coloracdo dos
tecidos, associados a periodos de esfoliacdo e erupcdo dentarias, o que néo deve
ser confundido com quadros patoldgicos.*

Entre os 60 casos e 100 controles, as idades variaram entre 6 e 13 anos,
guando ja apresentam dentes permanentes em oclusdo e a estabilidade funcional
do periodonto permite a padronizacdo do exame." A distribuicdo por sexo ou idade,
no entanto, n&o representou significancia estatistica nesta amostra. Estes critérios
podem estar associados a fatores modificadores da resposta humoral, como a
imunossenecéncia, habitos como o tabagismo ou alcoolismo, além de alteragbes
hormonais, como na menopausa ou durante a gestac;é\o.26 De acordo com a
Associacdo Americana de Periodontia, em qualquer idade pode ser diagnosticada a
doenca periodontal, apesar da sua natureza progressiva, com maior prevaléncia
entre os adultos.®

Quando considerado o SS, apresentou-se maior entre 0s pacientes com

DM1, com significancia estatistica, apesar do IPV ter sido menor entre estes



pacientes. Nos individuos com diabetes melittus, alteracdes microvasculares
podem alterar a resposta imune do paciente, frente aos agentes
peridontopatégenos e assim, a resposta inflamatoria pode se apresentar de
maneira mais agressiva que em pacientes saudaveis. A disfuncdo de leucdcitos
polimorfonucleares, quanto a quimiotaxia e fagocitose, além do aumento de
interleucinas circulantes, podem interferir na resposta individual, aumentando a
possibilidade de sangramento, assim como da evolucéo da doenca.?®*+14

Por outro lado, quando foi analisado o controle glicémico entre os
pacientes com DM1 e o SS, observou-se que a hemoglobina glicada com valores
acima de 7%, representou fator de risco para o sangramento. Achados também
descritos em outros estudos “**. De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes
1 a meta para o melhor controle glicémico entre os pacientes é a hemoglobina
glicada abaixo de 7%. A HbAlc representa a glicemia pregressa dos ultimos quatro
meses e assim, funciona como importante marcador para o controle dos pacientes.
A descompensacao desses niveis podem interferir na funcéo neutrofilica, no padréo
de cicatrizacdo, na neoformacao de colagenos, que pioram a condi¢do periodontal.*
Por outro lado, a presenca de infec¢cdes periodontais, induzem o aumento de
citocinas inflamatdrias circulantes, o que induz resisténcia a insulina e assim, pode
agravar a condicdo sistémica do individuo, indicando a relagéo bidirecional entre as
doen(;as.4'15'17'18

O controle dos niveis glicémicos em criangas e adolescentes, no entanto,

mais dificil, quando comparado ao paciente adulto. A dificuldade de perceber
alguns sinais precoces do agravamento da doenca; diferencas nos padroes
alimentares, que geram variagfes no peso das criangas; praticas de esportes, que
podem levar a grandes variagfes glicémicas; além do tratamento em si, que
depende da responsabilidade compartilhada com adultos, seja para a verificacdo da
glicemia capilar varias vezes ao dia; seja aplicando os esquemas insulinicos.™
Assim, demanda de cuidados peculiares, a fim de evitar tantas oscilagdes na
glicemia, o que nem sempre é realizado. Representa, portanto, um fator de risco a
meédio e longo prazo a complicagbes sistémicas ainda mais graves, assim como
para o desenvolvimento e progressédo de periodontopatias, quando associado ao
inadequado controle do biofilme dental.

Nesta pesquisa, com base nos critérios de diagnéstico para a

periodontite, esta doenca também néo foi encontrada entre os grupos. Resultado
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que difere de estudo similar, também brasileiro, que identificou a periodontite em
5,9% dos casos, com significAncia estatistica, representanto o diabetes, nesta
populacdo, como fator de risco para o desenvolvimento da patologia periodontal.*

Levantamentos epidemioldgicos indicam que a ocorréncia da periodontite
e suas distintas manifestagdes, cronica ou agressiva, em criancas e adolescentes,
nao se apresentam de forma regular. Dados sobre a prevaléncia podem chegar a
variar entre 0,1% a 20% entre os paises.”’ O que pode ser justificado pela
etiopatogénese multifatorial das doencas periodontais, da influéncia de fatores
ambientais, socioculturais, étnicos, suscetibilidade genética, que podem aumentar
ou diminuir as hipéteses de risco as doencas e a sua progressao.*

A fim de permitir uma homogeneidade entre os grupos desta amostra,
foram selecionados servicos de saude que prestam atendimento gratuito a
populacdo, permitindo assim, semelhantes niveis soécioeconbémicos entre 0s
examinados; bem como semelhancgas culturais entre eles, quando todos eram
domiciliados no mesmo estado. Caracteristicas genéticas individuais foram
avaliadas através de técnicas da biologia molecular.

Nas Uultimas décadas, varias pesquisas identificaram a presenca de
polimorfismos genéticos SNP, em regides promotoras das interleucinas, como
possiveis fatores associados ao desenvolvimento de
periodontopatias.'>*3141517.182223 Neste caso-controle, como néo foi diagnosticada
a gengivite, nem a periodontite, as distribuicbes alélicas e genotipicas analisadas
nos individuos ndo puderam ser associadas a DP. Os resultados estatisticos, no
entanto, permitiram avaliar os achados moleculares e o risco de desenvolver o
DM1.

A presenca do locus polimorfico pode induzir a uma mudanca na
expressao génica e assim, alterar a fungdo protéica, como nas citocinas estudadas.
A Interleucina IL1R3, proteina pro-inflamatoéria, € codificada pelo gene localizado no
cromossomo 2gl14.1. Produzida por macrofagos, participa de varias atividades
celulares: proliferacéo, diferenciagdo e apoptose. O polimorfismo no l6cus +3954,
alterando o alelo selvagem C para T, pode alterar a resposta imune do individuo e
aumentar os niveis da citocina circulantes no processo inflamatorio. A doencga
periodontal poderia induzir reabsor¢fes 0Osseas, com uma maior ativacdo de
osteoclastos, além de agir como potente inibidor de neoformacéo dos tecidos de

suporte dental.*?



Nos individuos deste estudo, a presenca do alelo T ndo representou
significancia estatistica para o risco de desenvolver DM1, quando comparado ao
alelo C, assim como a presenca do homozigoto TT, com valores de p>0,05.
Resultado diverso, no entanto, de estudos que indicam a liberacdo de auto-
antigenos das células 3, associada a presenca de maiores niveis da interleucina 1,
na presenca de polimorfismos, o que favorece a destruicdo celular pela reacéo
autoimune.**#

A etiopatogenia do DM1 esta4 associada a fatores genéticos, inflamatérios
e ambientais, com o sistema de antigenos leucocitarios humanos responséavel pela
primeira etapa da autoimunidade. O sistema potencializa a apresentacdo de auto-
antigenos especificos de células beta nas ilhotas pancreaticas pelos macrofagos
para os linfécitos TCD4+ e assim, inicia-se 0 processo autodestrutivo.''?®
Macréfagos ativados secretam citocinas que induzem a ativacdo e migracao
celulares, liberando produtos téxicos as células pancreéaticas.?®?*3% A presenca de
fluido inflamatorio, a insulite, esta diretamente associada a atividade moduladora
das citocinas ao processo de citdlise de células B, atividade que pode ser
modificada e associada a presenca de polimorfismos genéticos. Analises
imunohistoquimicas de tecido pancreatico indicam a presenca de células
dendriticas e macréfagos, como as primeiras células a infiltrarem nas ilhotas de
Langerhans.”® O quadro histolégico do DM1 é caracterizado, portanto, pela
presenca do infiltrado linfomononuclear e a auséncia de células beta.?®

Importante citocina, também pesquisada, foi a IL-6. Codificada pelo gene
localizado no cromossomo 7p15.3, foi associada, em outro estudo brasileiro’®, &
susceptibilidade de desenvolver a periodontite crénica, nos individuos identificados
com polimorfismos SNP. Apresenta funcdo pro-inflamatoria e participa da
maturacdo de células da linhagem B, produtoras de imunoglobulinas. Polimorfismos
geneéticos no l6cus -174, alterando o alelo selvagem de G para C estdo associados
a uma elevacao dos niveis plasmaticos desta proteina, o que pode levar a aumento
da inflamac&o.'® Produzida em locais de inflamacéo aguda e cronica, é também
marcador bioldgico utilizado na suspeicdo de DM.?

Nos resultados desta pesquisa, observou-se a presenca do alelo C como
fator de risco para o desenvolvimento da DM1. Resultados semelhantes foram
encontrados entre individuos japonenses, confirmando a associacdo entre niveis

séricos elevados da IL6 e o DM.?*® Quando comparados os gendtipos das criangas
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com e sem diabetes, no entanto, com o homozigoto CC de referéncia, ndo houve
associacao significante com o risco para desenvolver a doenca metabdlica.

Outra proteina pro-inflamatdéria, o Fator de Necrose Tumoral é codificado
pelo gene localizado no cromossomo 6p21.33. Polimorfismos no locus -308,
alterando o alelo selvagem A para G, podem alterar a resposta inflamatéria,
modificando a resposta imune frente aos processos inflamatérios.”® Pesquisa
desenvolvida com 180 pacientes com peri-implantite associou a presenca do SNP,
com o maior risco para desenvolver a doenca periodontal, avaliando os casos de
reabsorcdes dsseas e 0s genotipos, quando comparados ao grupo controle.™

Na andlise desse locus, neste caso-controle, observou-se que a
presenca do alelo G nos gendtipos, conferiu protecdo ao risco de desenvolver o
DM1, assim como o homozigoto GG, quando comparado ao homozigoto AA
(p<0,05). Mais presentes, portanto, entre os individuos sem diabetes.

O ultimo lécus génico pesquisado foi o da IL10 (-1082), localizado no
cromossomo 1g.32.1. A citocina anti-inflamatoéria codificada € produzida
principalmente por mondcitos, com propriedades pleiotropicas de imunorregulacéo
e inflamac&o. Inibem a sintese de interleucinas inflamatodrias. Polimorfismos no
I6cus -1082, com a modificacdo do alelo selvagem G pelo A, no entanto, podem
induzir uma atividade diferenciada da proteina e assim, alterando a resposta
imunoldgica do individuo. Estudo desenvolvido entre individuos europeus, associou
a presenca deste polimorfismo com o risco para desenvolver a periodontite.O
genodtipo GG foi maior, com significancia estatistica, entre os pacientes que
apresentaram a DP, quando comparados & pacientes com o periodonto saudavel.'®

Neste estudo, quando analisados os achados moleculares dos grupos,
ndo houve associacdo entre as distribuicfes alélicas ou genotipicas para o risco de
desenvolver o diabetes mellitus tipo 1. Estudo desenvolvido no Japéo, no entanto,
sugere a associacao de polimorfismos no gene da IL10, como possivel marcador
biolégico para a suspei¢cdo do DM1. No trabalho japonés, porém, outros l6cus foram
avaliados e assim, seus resultados ndo podem ser comparados aos achados dessa
pesquisa.®

Diante do exposto, conclui-se que as criancas e adolescentes avaliadas
nao apresentaram a DP, mas foram identificados fatores de risco, com alto IPV e
baixo controle glicémico. Na analise molecular, gendtipos e distribuicdes alélicas

nao puderam ser associadas a doenca periodontal, mas o alelo G e o gendtipo GG



para o TNFa (-308) representaram fator de protecdo ao desenvolvimento da DML1.
Diante das limitagbes do estudo, da complexidade de fatores envolvidos no
diabetes e na doenca periodontal nesta faixa etaria, novas pesquisas sao

necessarias.
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POR QUE ESTE ARTIGO E IMPORTANTE PARA O ODONTOPEDIATRA

Este estudo € de grande importancia, diante de baixas evidéncias cientificas sobre
a condicdo periodontal de pacientes com e sem diabetes, nesta faixa etaria. A
pesquisa ainda elucida sobre aspectos imunoldgicos e genéticos no DM1, através
de conceitos e evidéncias, alertando sobre fatores de risco associados as reacdes

inflamatérias e infecciosas, na etiopatogénese da doenca metabdlica.
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TABELAS

Tabela 1. Citocinas e polimorfismos associados a DP
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IL-1R Gene ID: 3553 +3954 CIT
IL-6 Gene ID: 3569 -174 G/C
TNF-a Gene ID: 7124 -308 AIG
IL-10 Gene ID: 3586 -1082 G/A
Tabela 2: Primers, Enzimas e Ciclos Térmicos para PCR
LOCUS PRIMERS ENZIMA DE | CICLOS TERMICOS
GENICO RESTRICAO
96°C por 2 min; 35 ciclos
5- de 94°C por 30 segundos,
CTCAGGTGTCCTCCAAGAAATCAAA- 63°C por 30 segundos,
IL1R(+3953) | 3’ (Forward) e Taql 72°C por 30 segundos; e
5-GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG-3’ uma incubacdo final de
(Reverse) 72°C por 5 minutos
94° C, 52° C, 72° C por 30
5-TTGTCAAGACATGCCAAAGTG-3’ segundos (cada), por trinta
IL6(-174) (Forward) e Nla Il ciclos, durante 2 horas a
5’ CTGATTGGAAACCTTATTAGG-3’ 37°C
(Reverse)
94°C por 2 minutos
(1 ciclo), 96° C por 25
segundos, 70° C por 45
5'-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG- segundos e 72° C por 20
3(Forward) e segundos (5 ciclos); a
IL10(-1082) |5- | e seguir, 96° C por 25
ACTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3 segundos, 65° C por 50
(Forward) e segundos e 72° C por 45
o primer 5'- segundos (11 ciclos); ao
CAGTGCCAACTGAGAATTTGG - 3’ final, 96° C por 25
(Reverse) segundos, 55° C por 60
segundos e 72° C por 2
minutos (15 ciclos)
5-AATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3’ 95° C por 1 minuto, 10
(primer forward alelo especifico para A) ciclos & 95° C por 15
TNFa(-308) | e 5- ATAGGTTTTGAGGGGCATGG- |  ---------- segundos, 63° C por 45
3" (primer forward alelo especifico para segundos, 72° C por 35
G)eb5'- segundos, 25 ciclos a 95°
TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3 C por 20 segundos, 59° C
(Reverse) por 45 segundo e 72° C
por 5 minutos

Tabela 3 — Dados do Exame Periodontal - Distribuicdo dos sitios do grupo caso e controle
segundo as variaveis: Profundidade de Sondagem, Sangramento a Sondagem, Controle
Glicémico e Indice de Placa Visivel

Diabetes Total
Variaveis Sim N3o ota OR® OR)IC95%  p-valor
n (%) n (%) n (%)
Profundidade
Sondagem
1mm 4.746 (88,98) 4.913(96,10)  9.659 (77,62) < 0,001



2mm

3mm

4mm
Sangramento
Sondagem
Sim

Nao

Sangramento
Sondagem
Sim

Nao

N° de Dentes
permanentes
em ocluséao

N° de faces
presentes

N° de faces
com placa
visivel

indice de
Placa visivel

578 (10,84)
9 (0,17)
1 (0,02)

510 (9,56)
4.824 (90,44)

2.072 (29,14)
122 (1,72)
3(0,04)

576 (8,10)
6.534 (91,90)

Controle Glicémico (Casos)

HbAlc >7% HbAlc < 7%
342 (10,7) 108 (5,7)
2.856 (89,3) 1.800 (94,3)
Grupo

Controle Caso
Média + DP Média + DP
12,00+599 15,27+7,21
48,00 £ 23,96 61,07 + 28,82
34,20 £ 26,13 24,98 £ 25,20
72,52 +35,59 38,95+ 29,05
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2.650 (21,30) -

131 (1,05)
4 (0,03)
1.086 (8,73) 1,20 1,06-1,36 0,004
11.358 (91,27) 1,00
450 (8,8) 200 159-250  <0,001"
4656 (91,2) 1,00
0,005*
0,005"
0,006*
<0,001*

1- Teste da Raz&o de Verossimilhanga; 2 Teste qui-quadrado de Pearson; 3-OR — odds ratio; IC - intervalo
de confiancga 4 - Teste de Mann-Whitney

Tabela 4 — Aldlise genética - Distribuicéo Alélica e Genotipica de polimorfismos de Unica base

(SNPs) por grupos caso e controle

SNPs/ Sem Diabetes Com Diabetes | Teste Exato de Fisher
Alelos/ (n=100) (n=60) OR (IC95%),
Genétipos p-valor
n (%) n (%)
TNF (-308)
G 161 (80,5) 80 (66,7) Referéncia



A 39 (19,5) 40 (33,3) 0,48 (0,29-0,81), 0,007
GG 66 (66,0) 28 (46,7) Referéncia

GA 29 (29,0) 24 (40,0) 0,51 (0,25-1,03), 0,073
AA 5 (5,0) 8 (13,3) 0,27 (0,08-0,88), 0,031

IL-6 (174)

C 26 (13,0) 27 (22,5) Referéncia

G 174 (87,0) 93 (77,5) 1,94 (1,07-3,52), 0,039
cC 2 (2,0) 3(5,0) Referéncia

GC 22 (22,0) 21 (35,0) 1,57 (0,23-10,36), 1,0
GG 76 (76,0) 36 (60,0) 3,16 (0,51-19,79), 0,42

IL-10 (-1082)

A 61 (30,5) 33 (27,5) Referéncia

G 139 (69,5) 87 (72,5) 0,86(0,52-1,43), 0,66
AA 5 (5,0) 2 (3,3) Referéncia

GA 51 (51,0) 29 (48,3) 0,70 (0,13-3,86), 0,99
GG 44 (44,0) 29 (48,3) 0,61(0,11-3,34), 0,86

IL-1 1R (+ 3954)

T 154 (77,0) 100 (83,3) Referéncia

c 46 (23,0) 20 (16,7) 1,49 (0,83-2,67), 0,200
TT 59 (59,0) 41 (68,3) Referéncia

TC 36 (36,0) 18 (30,0) 1,39 (0,69-2,78), 0,45
cC 5 (5,0) 1(1,7) 3,48 (0,39-30,85), 0,45

O tamanho do n nos alelos é o dobro dos genétipos

6 CONCLUSOES

COM BASE NOS RESULTADOS DESTE CASO-CONTROLE, PODE-SE

CONCLUIR:

1. Nao foi diagnosticada DP nos grupos, mas foram identificados fatores de risco,
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com alto IPV e baixo controle glicémico;

2. A hemoglobina glicada = 7% é fator de risco para o sangramento a sondagem
nos pacientes com DM1,

3. As distribuicdes alélicas e genotipicas ndo puderam ser associadas a DP;

4. O alelo C para a IL6 (-174) é fator de risco ao desenvolvimento do DM1, mas o
homozigoto CC nao representa associagao significante;

5. A distribuicdo dos gendtipos para a IL1R (+3954) e I1L10(-1082) ndo apresentam
diferenca estatistica entre os grupos;

6. O gendtipo GG para o TNFa (-308) foi mais presente entre os pacientes sem
DM1, representando fator de protecdo ao desenvolvimento da doenca metabdlica;
7. Novos estudos sdo essenciais para melhor avaliar a etiopatogénese da DP em

criancas e adolescentes.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA
AREA DE CONCENTRAGAO EM CLINICA INTEGRADA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Solicitamos a sua autorizagdo para convidar o (a) seu/sua filho (a) ou menor que estd sob sua
responsabilidade, para participar, como voluntario(a), da pesquisa Polimorfismos Genéticos e a doenca
periodontal em criancas diabéticas tipo 1. Esta pesquisa € da responsabilidade da pesquisadora Ana Carolina de
Souza Leitdo Arruda Falcdo, com endereco Av. Prof. Moraes Rego, 1235. Recife-PE. CEP 50670-901, telefone:
(81) 92421870, e-mail: carolinalfalcao@hotmail.com e esta sob orientacdo de Renata Cimdes Jovino Silveira,
telefone: 88310501, e-mail: renata.cimoes@globo.com Também participa desta pesquisa o pesquisador Paulo
Roberto Eleutério de Souza, telefone para contato: 33206095.

Este Termo de Consentimento pode conter informagdes que o/a senhor/a ndo entenda.Caso haja alguma divida,
pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido(a) sobre sua
participacdo. Ap0s ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar que o(a) menor faca parte
do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra
é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa nem o(a) Sr.(a) nem o/a voluntario/a que estd sob sua
responsabilidade serdo penalizados(as) de forma alguma. O(a) Senhor(a) tem o direito de retirar o consentimento
da participacdo do(a) menor a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Este estudo tem como objetivo pesquisar a presenca de alteragdes genéticas, que sdo informacoes
contidas no interior das células e observar se ha relacdo com a presenca de inflamag&o nas regiGes em torno dos
dentes. Em apenas uma sessdo, serdo realizados na crianca: um exame odontoldgico, a fim de verificar as
condicBes gengivais; e uma coleta de 05 ml de saliva, através do cuspe da crianca, em recipiente estéril, a fim de
ser posteriormente avaliada em laboratério, para que seja observada a presenca ou auséncia de estruturas que
podem aumentar o risco de desenvolver doengas na gengiva. Todo material bioldgico coletado da saliva sera
utilizado para fins exclusivos da pesquisa, podendo ser solicitado a qualquer momento, em caso de desisténcia da
participacdo neste trabalho.

RISCOS: Os exames poderdo gerar pequeno desconforto no paciente, em virtude do contato dos instrumentos
com os tecidos bucais. A fim de minimizar, todo procedimento sera realizado com o uso de instrumentos
especificos e executados por profissional qualificado.

BENEFICIOS: A crianca e os pais ou responsaveis receberdo orientacdes sobre a importancia da satde bucal e
sobre os riscos da cérie e inflamagdes gengivais; além da crianga receber uma aplicacéo tépica de flaor, a fim de
estimular os cuidados bucais. A pesquisa poderd identificar um maior ou menor risco da crianca desenvolver
doencas em torno dos dentes, o que poderd contribuir para a melhoria da salde, através de orientacdes
necessarias e tratamentos odontol6gicos preventivos.

As informacBes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo,
sendo assegurado o sigilo sobre a participacdo do/a voluntério(a). Os dados coletados nesta pesquisa ficardo
armazenados em pastas de arquivo, sob a a responsabilidade do pesquisador, no endereco acima informado, pelo
periodo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para ele/ela participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas para a participacdo serdo assumidas pelos pesquisador. Fica também garantida indenizacdo em caso de
danos, comprovadamente decorrentes da participacdo do/a voluntario/a na pesquisa, conforme decisdo judicial
ou extra-judicial.

) Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: Avenida da Engenharia s/n —
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Prédio do CCS — 1° andar, sala 4 — Cidade Universitaria, Recife — PE. CEP: 50740-600, Tel.:(81) 2126.8588- e-
mail: cepccs@ufpe.br)

Pesquisadora

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA PARTICIPACAO DO/A VOLUNTARIO

Eu, , CPF )

Abaixo assinado, responsavel por , autorizo a sua
participagdo no estudo Polimorfismos Genéticos e a doenca periodontal em criancas diabéticas tipo 1, como
voluntéario(a). Fui devidamente informado(a)e esclarecido(a) pelo pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da participacdo dele(a).
Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade para mim ou para o (a) menor em questao.

Recife, de de

Assinatura do(a) responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do sujeito em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Nome:




ANEXO A - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica - CCS/ UFPE

amiedz b @8 UNIVERSIDADE FEDERAL DE

Fnreees 58 PERNAMBUCO CENTRO DE %ﬂoﬂm
eon tumene @8 CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Poimorfismos genéticos e 3 doenca periodontal em criangas diabéticas tipo 1
Pesquisador: ANA CAROLINA DE SOUZA LEITAQ ARRUDA FALCAO

Area Tematica: Genética Humana; . )
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue n3o necessita de analiss
etica por parte da CONEPR;);

Versdo: 2

CAAE: 33875714.2.0000.5208

Instituigio Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 012.145
Datza da Relatoria: 14/12/2014

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de pesquisa de slunc da Programa de Pés-GtaduagEo em Odontologia da UFPE, orientado pela
Profa. Dra. Renata Cimoes Jovino Silveira da UFPE A pesquisa sera realizada em diabeticos, atendidos no
ambulatorio de padiatriz do HC/UFPE onde ser3 avaliado se existem polimorfismos genéticos associados 3
presenca de doenca periodontal em criangas diabéticas tipo 1.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL Avaliar 3 presenca de polimorfismos penéticos refacionados aos processos inflamatorios

em criangas portadoras de OM1 comparativaments 3 um grupo de criangas nao disbéticas e verificar 3
associacdo 3 condicdo peridodonta! dos individuos.

Objetive Secundario:

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 3.2.1. Avaliar a condig30 clinica periodontal em criangas portadoras de
DM1: 2.2.2. Verificar 3 presenca de polimorfismes genéticos relacionados 30s processos inflamatorios (IL-1,
IL-6, IL-10,TNF-, OPG & RANK ) em

criangas DM1; 3.2.3 Verificar se os gendtipos polimorfos est3o associados 3s condigdes periodontais de
criangas portadoras de DM1.

Enderego: Av.ca Engennharis sin° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Balrro: Cidade Universitdria CEP: 50.7&D-€00
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (31)2125-8583 E-mali: cepoos@ufce.br

Pagradice 5
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"l 8 PERNAMBUCOCENTRODE ‘QREraA -
seree omone @8 CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Cormimunsgiz oo Sarmces D02 742

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:
Bem defineados no Projeto 2 TCLE

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo sera do tipo Caso-Controle, com defineamento transversal. A amostra

sera formada por convenidncia, por pacientes infantis, atendidos no Hospital das Clinicas de Pemambuco
(HC), referéncia em Pediatna & Endocnnologia Pedidtrica, com base no cadastro da Central de Regulac3o
do Estado — Central de Leitos — Secretaria Estadual de Saide de Pernambuco. De acordo dados do setor
de Endocrinologia Pedidtrica do HC, 2m 2014, o hospital apresenta um total de 160 pacientes diabéticos
tipo 1 cadastrados, subdivididos em 13 grupos, que s3oc acompanhados em dia especifico, 2 cada 04
meses, pelo servico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Adequados

Recomendagoes:

Nenhums

Conclusdes ou Pendéncias 2 Lista de Inadequagbes:
Nenhuma

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N3o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Protocolo avaliado em reunizo do Comité e iberado para o inicio da coleta de dados.

informamos que 3 APROVAQE\O DEFINITIVA do projeto 56 sera dada apos o envio do relatorio final - pelo
pesquisador - 30 Comité de Etica em Pesquisa/UFPE via “Notificagbes”.

O CEP. apos apreciacio desse relatdrio, emiird Parecer Consubstanciado pelo sistema Plataforma Brasi.

Enderego: Av. ca Ergennaria s/v° - 1° andar, saia 4, Frédic do CC2

Balrro: Cigace Unharsitéris CEP: 50.740-600
UF: FE Municiplo: RECIFE
Teletome: (31)2125-8588 E-mall: capoes@ufce.br

Pagraldice 3
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Torimuecas oo Farecer 972 742

RECIFE, 12 d= Dezembro de 2014

Assinado por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
{Coordenador)

Enderego: Av. ¢= Engennaris s/n° - 1° andar, sala 4, Frédic do CC3
Balrro: Cidage Uniersitaris CEP: 5)7&0-600
UF: FE Munieiplo: RECIFE

Telefone: [31)2126-8583 E-mall: cepcos@ufpe.tr

Fagralice &3
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ANEXO B - Carta de Anuéncia do Hospital das Clinicas de Pernambuco

B,

CARTA DE ANUENCIA

Deciaro para os devidos fins, que sutorzo a doutoranda Ana Carolna de Souza Leddo Arruda
Falcdo, regularmente matriculada no doulorado em Odontoiogia infegrada de PPGODONTO,
da Universidade Federal de Pemambuce — UFPE. a desenvolver pesqusas nos ambulatdnos
de pediatria. do Hospital das Chinicas de Pernambeco. Apds aprovag3o do Projoto de Pesquisa
pelo Comité de Etca desta Universdade 3 doutoranda raaiizars exames na cavidade bucal de
pacientes infantis dabdticos fipo 1 2 ndo dabébcos através de procedimentios no INvasvos,
2sSIM como reskzard onentagdes sobre salde bucal 3 pacentes e responsaves inttuiads
como. Polimorfismos gendtcos @ a doenga perodonta em oargas dabdticas tpo 13
pesquisa serd realizada sob a onentacio ¢a Professorz Dra Renata Cimdes Jovino Sivera,

docente permanente do Programa de Pds-graduagao am Odonfologs do Centro de Ciéncias
da Sagde ~UFPE

Recife, 3o/ ¢ b/ 2014

3

ALL‘ /:«-//ﬂxma‘.;:w..?’“
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Dr. Antdnic
Ambuiatdno

HOSPITAL DAS CLINICAS DE PERNAMBUCO
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Ana Caroéna de Souza Let3o A Falcdo
Doutoranda - PPGODONTO- UFFE
CRO 5782



ANEXO C - Carta de Anuéncia da Prefeitura do Recife — Secretaria

Municipal de Saude

=
=7 b o

PREFEITURA DO
AECIFE _
SECRETARIA DE SAUDE

CARTA DE ANUENCIA

Autorizo Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda Falcdo, pesquisadora de Pos-
graduacdo em Odontologia Integrada. da Universidade Federal de Parmmambuco - UFPE, a
desenvolver pesquisa no Centro Médico Sanador Emino de Moraes, da Secretaria de Salde
do Recife, sob o titulo: “Polimorfismos Gandticos @ a doenca penoocontal em cnangas
diabéticas tipo 1", sendo orientada por Paulo Soberto Eleuténc de Souza

Estarei ciente que me 530 resguariados e abalxo listados

O cumprimento das determinacocs ohcas da resolugao 468/2012 do Conseiho
Nacional de Saude.

. A garantia de soficitar e receber esclarecimentos, antes = durani2 o curso da pesquisa;
A liberdade de recusar a particpar ou retirar minha anuancia, em quaiquer fase da
pesquisa, sem penalizacio alguma:

A gamantia de que nenhuma Jas pessoas envolvias serda dentificaca e tera
assegurado privacidade quanto aos dados envolvidos na pesqusa;

. N&o havera nenhuma despesa para 2 Secretana de Saude do Racie dacorrente da
participagao na pesquisa.

O(s) pesquisador(es) comprometem-—<= 3 vazer para est Cre'onia o reldtono final da
pesquisa através de copia em Compac’ Jss (CD), uma vez ous 50 serdo autorizadas novas
pesquisas se ndo houver penddncias de cevo utva do Servigo

Tenho ciéncia do exposto e concordo em formecer subs oS para 2 pesquisa.

Recife. 20 de aneiro de 2016

Alenciosaments,

[ (s e

Chefe de Dwis3o de Educagdo na Sacde
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ANEXO D - Carta de Anuéncia do Centro Universitario Mauricio de Nassau

8

UNINASSAU

O aTog0 e oo S rom

ANUENCIA DE PESQUISA NA CLINICA DE ATENCAO A CRIANCA £ AD ADOLESCENTE DA
UNINASSAL

Eu, M da Conceicao Andrade de Obwerra, coordenadora do Curso de Odontologa
do Centro Unversitang Maunco de Nassau estou Gente de que a docente da
disciplina de CUNICA DE ATENCAQ A CRIANCA £ AQ ADOLESCENTE. a professom
ANA CAROLINA DE SOUZA LEITAQC ARRUDA FALCAD | dowtoranda =m
ODONTOLOGIA INTEGRADA na Unmwersdade Federal de PermambucolUFPEL apos 2
anuéncia da Direcdo Pedagogica desta Insttuicae. realizare parte da pesquisa de
doutorado. na clinica odontologice da Urenassau de acordo com Projeta de

Pesquisa spresentado. bem como do Parecer do Comité de etica, @ aprovado pela
UFPE

Recitell Fde outubro de 2016

Facuiiade Wamarrse tw Moz

Rociie-PE g fermanp | mew. Wamgm (17 LNT0 71 000 N0 Sede Pessae PR A Arvouve Sieves. 01 Dpe (5 S0A 20083 MO SE
Compine Graede-PB oz fotyrn Laars o waon 9% Crags whe 0P 300 S S ST BA L Tertaruy =
ATMIGM0, (17) ERS-200 Natet- M S (rgeree Seaets Faen 1304 Cage Mee U9 SODAL S0 00 THEC Meselb AL Ze Prl Sevoat
Srvwien TXV ety et (FF LI V0 AN I tracape S R St U S k5 4075 V5 e s e S
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ANEXO E - Ficha clinica periodontal
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ANEXO F - Artigo Publicado com o grupo de pesquisa no Archives of Oral

Biology: Evaluation of the effect of tracolimus on periodontitis induced in rats
Archives of Oral Biology 80 (2017) 89-54

Contents lists available at ScienceDirect

L

Archives of Oral Biology

| SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/aob

CrossMark

Evaluation of the effect of tacrolimus on periodontitis induced in rats @

Luiz Alexandre Moura Penteado®”9, Gilmara Medeiros Lucena®,
Marcilio Otdvio Branddo Peixoto”, Thiago Correia Barbosa®,

Ana Carolina de Souza Leitdo Arruda®*, Renata Cimoes®

 Federal University of Alagoas, Macei6, Algoas, Brazil

® University Center Cesmac, Maceid, Alagoas, Brazil

©North University of Parand, Londrina, Parand, Brazil

9 Federal University of Pernambuco, Health Sciences Center, Recife, P, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Objective: This study was to investigate the effect of tacrolimus (FK506) on periodontitis induced in rats.
Received 20 April 2016 Design: Periodontal disease was induced in 30 Wistar rats which were then randomly divided into two
Received in revised form 15 February 2017 groups: treatment with a daily injection of 0.9% saline (1 mL/day) and treatment with a daily injection of
Aocrpted 27 March 2017 FK506. After periods of 10, 15 and 30 days the animals were killed and separate radiographs of the right
and left hemimandibles were obtained. One calibrated examiner measured the periodontal bone support
K”‘“’_"‘: (PBS) in the images, after the following treatments: S, saline without ligature; SL, saline with ligature; T,
Tacroliowms FK506 without ligature; TL, FK506 with ligature. The data were subjected to analysis of variance (ANOVA)
Alveolar bone loss
Periodontics and the Tukey test (p <0.01).
Results: The radiographic results were similar at all evaluation time points. The S treatment had a higher
PBS averaging at 10, 15 and 30days, which was statistically significant different compared with the SL
treatment and TL treatment, but not significantly different from the T treatment. The SL and TL
treatments showed no statistically significant differences between them.
Conclusions: Tacrolimus used for up to 30days showed no protective or aggravating effects on alveolar
bone loss.
© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction periodontal disease may have a significant impact on the

Periodontal disease is a pathologic process that affects the
protective and/or support periodontal structures (Cortelli, Lotufo,
& Sallum, 2005). The primary cause of periodontal disease is the
accumulation of microorganisms organized in the form of dental
biofilm (Newman, Takei, Klokkevold, & Carranza, 2006; Page &
Kornman, 2000). Apical migration of the junctional epithelium and
adjacent conjunctive tissue, with loss of alveolar bone structure,
distinguishes periodontitis from the various forms of gingivitis
(Clemons, Reynolds, Agarwal, Boughman, & Suzuki, 1990; Pihl-
strom, Michalowicz, & Johnson, 2005).

During disease progression, different degrees of compromise of
the periodontium may be observed, and there may be tooth loss.
The scientific literature has shown that, in some situations,
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individual's systemic condition (Lindhe, Karring, & Lang, 2003).
Therefore, it may play a role as an infectious focus, contributing to
cardiovascular diseases, cerebral vascular accidents, diabetes
mellitus, premature birth, respiratory diseases, among others
(Cury, Joly, de Arafijo, Wassall, & de Araujo, 2003; Lindhe et al,
2003).

The routine therapy adopted for the treatment of periodontal
disease is control of the local causative factors. This treatment is
based on the mechanical processes of root scaling and planing
(RSP) accompanied by effective mechanical biofilm control
(brushing) by the patient. When it is not possible to reverse
disease progression exclusively by means of mechanical control,
there is the possibility of periodontal surgical intervention (Lascala
& Moussalli, 1999).

However, there is a form of periodontal disease that affects
around 2% of the population (Quirynen et al, 1995) which is
characterized by rapid evolution and is frequently associated with
highly virulent and resistant bacteria. In these cases, the disease is
classified as aggressive periodontitis, and it has been demonstrated
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that this form of presentation of the disease does not respond
adequately to routine conventional therapies (Armitage, 1999).

Newman et al. indicated the coadjuvant use of antibiotics for
the treatment of aggressive periodontitis, and these may be
systemically or locally administered, with the purpose of
potentiating the effect of scaling, since there is evidence of the
presence of the Agreggatibacter actinomycetemcomitans, strictly
anaerobic microorganism (Newman et al., 2006).

However, the use of antibiotics has been shown to have
limitations in some cases, in addition to the question of the
possibility of bacterial resistance resulting from indiscriminate
use. Thus, over the last few decades, the use of immune response
modulators has emerged as an alternative treatment for cases of
aggressive periodontitis. Chemically modified tetracyclines, such
as doxycycline (Periostat™) and minocycline, have been shown to
have this characteristic (Lotufo, Kantorski, & Zimmermann, 2003;
Lindhe et al,, 2003; Newman et al., 2006) cyclosporine (CsA) itself
is essentially an immunosuppressor. Nassar et al. by means of an
experimental study, proved that immunosuppressed rats treated
with CsA presented less alveolar bone loss under conditions of
induced periodontitis (Nassar, Oehlmeyer, Abi Rached, & Spoli-
dorio, 2000). Nassar et al, also observed that there was less
alveolar bone loss in animals with induced periodontal disease
treated with meloxicam in a subchronic and chronic form,
compared with those who were not treated; there was a reduction
in the progression and intensity of periodontal disease because,
according to the authors, this medication acts on the immunoin-
flammatory response (Nassar, Nassar, & Inagaki, 2003).

Therefore, further studies are needed to corroborate the
information already available. In addition, with a view to greater
power, cost reduction, ease of application, and lower toxicity must
be investigated, and evidence of how other immunosuppressive
drugs behave is needed.

Tacrolimus (FK506) is a macrolide antibiotic produced by
Streptomyces tsukubaensis, available on the Brazilian market for
topical or systemic use. As occurs with CsA, tacrolimus inhibits T-
cell activation by blocking calcineurin activity, thereby leading toa
reduction in cytokine formation. At present, it is mainly prescribed
for cases of liver and kidney transplants (Silva, 2006; Yagiela,
Neidle, & Dowd, 2000) .The hypothesis raised in this study is that
tacrolimus may have an effect on the course of periodontal disease
and may prevent and/or assist in the treatment of periodontal
diseases that do not respond adequately to conventional therapy.

Using radiographs, this study evaluated the immunosuppres-
sive effect of tacrolimus on periodontitis induced in rats, and the
cytotoxicity resulting from tacrolimus therapy using biochemical
and histopathological analyses.

2. Materials and methods
The project was submitted for evaluation to the Research Ethics

Committee (REC) of the School of Biological and Health Sciences -
Faculdade de Ciéncias Biologicas e da Satde of FEJAL/Cesmac

(registered with CONEP/CNS/SIPAR/MS on 14/12/2007 No.
25000.223512/2007-58) and was approved under Protocol No.
082A/2009.

After approval, an experimental study was performed using an
animal model. The sample comprised 30 clinically healthy adult
male Wistar rats from the same lineage ranging in weight from 250
to 300g, obtained from the Vivarium of FCBS, FEJAL/CESMAC. The
animal model used in this study was in accordance with the
literature, in which rats are frequently used to study chronic
periodontitis (Johnson, 1975; Koide et al., 1995). These animals
offer some advantages, such as price and ease of handling, and they
allow microbiological, macroscopic, histological and radiographic
evaluation (Régo, de Lima Pompeu, Moreira, Naidu, & da Silva
Pereira, 2010).

Throughout the experiments, the rats were maintained in 12-h
(light/dark) circadian cycles, and were fed with rations (Labina -
Purina®, Sdo Lourenco da Mata/PE, Brazil) and water ad libitum
(Irie, Tomofuji, & Tamaki, 2008; Sanbe et al., 2007).

To investigate the hypothesis raised as the central question of
this study, periodontal disease was induced in the animals.The
clinical, radiographic, and histological aspects of periodontal
disease in rats are similar to those found in humans (Klausen,
Evans, & Sfintescu, 1989; Koide et al., 1995; Régo et al., 2010). The
animals were weighed to calculate the correct dose of the
anaesthetic (ketamine chloride (Dopalen - Sespo, Jacarei/SP,
Brazil) and xylazine chloride (Rompun - Bayer do Brasil, Sio
Paulo/SP, Brazil)). The animals were anesthetized using doses of
08mlL/100g and 04mLj100g of body weight, respectively,
intramuscular injection (Nassar et al, 2003; Ricardo, Balducci,
Vasconcelos, & Carvalho, 2006; Régo et al.,, 2010).

After anaesthesia the animals were placed on an operating table
(Doku, Shklar, & Bugbee, 1966). The oral cavity was opened using
two rings made of Chrome Nickel No. 0.07 orthodontic wire
(Dental Morelli Ltda, Sorocaba - SP) fastened to the incisors
(maxillary and mandibular); the tongue was then pulled with a silk
suture thread No. 3-0 (Ethicon, Sao Paulo/SP, Brazil) in the opposite
direction to the tooth that would receive the ligature (right
mandibular 1st molar, 1st RMDM).

Using a No. 5 exploratory probe (Prata Produtos Odontolégicos
Ltda, Caieiras - SP), temporary separation was performed between
the right mandibular first and second molars; the No. 5 probe was
always introduced in a standardized manner in the distal crenation
of the first molar, and separation was considered complete when
the top of the probe was visualized in the lingual to vestibular
direction. This separation enabled subgingival insertion of the
ligature (silk suture thread No. 3-0, Ethicon, triangular needle CT
1.7cm, 45cm long, black color, Brazil) using two curved Kelly
forceps (Golgran Instrumentos Cirtirgicos e Odontolégicos Ltda,
Sdo Paulo - SP), to catch the thread and place it in the interproximal
space between the right mandibular first and second molars. The
ligature was then stabilized with a simple knot in the mesial region
of the first molar (Fig. 1).

Fig. L. Procedure for induction of periodontal disease: (A) positioning + opening of the oral cavity, (8) withdrawal of the tongue, (C) temporary separation of the first and

second molars, and (D) subgingival placement of the ligature,
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Once a week, throughout the experiment, the animals were
anesthetized and a simple visual inspection was performed to
verify the position and subgingival stability of the ligature. In the
present study, ligature displacement did not occur in any of the
animals. Authors believe that to act as a gingival irritant and
favored accumulation of bacterial biofilm, consequently establish-
ing periodontal disease in a period of 10days (de Azevedo Galvao,
Chapper, Rising, Cardoso Ferreira, & de Souza, 2003; de Azevedo
Galvdo, Résing, & Cardoso Ferreira, 2003; Gongalves, da Rocha
Nogueira Filho, Sallum, & Sallum, 2003; Régo et al., 2010).

From the tenth day after ligature insertion, the animals were
randomly divided into two groups of 15, the randomization was
performed by means of a simple draw, first of an opaque plastic bag
was removed the number of the animal and another the treatment
that Would receive. From the tenth day after ligature insertion, the
animals were randomly divided into two groups of 15, the
randomization was performed by means of a simple draw, first of
an opaque plastic bag was removed the number of the animal and
another the treatment that Would receive Group 1 served as
negative controls, and in addition to the ligature on the right
mandibular first molar, the animals received a daily interperitoneal
injection of 1 mL of 0.9% saline solution. The left mandibular first
molar of the animals in this group did not receive the ligature.
Group 2 served as the test group, and in addition to the ligature on
the right mandibular first molar, the animals received a daily
intraperitoneal injection of tacrolimus; 1 mg/kg per day (Jiang,
Sakuma, & Fujii, 1999; Nassar et al., 2007). The left mandibular first
molar also remained without ligature in this group.

Thus, using this model, the study assessed the following
treatments: SL, saline with ligature; S, saline; TL, tacrolimus with
ligature; and T (tacrolimus). Fig. 2 presents an organizational chart
showing the samples and treatments.

Five animals in each group were submitted to euthanasia at 10,
15, and 30days after induction of periodontal disease. This
procedure was conducted in accordance with the requirements
of the Federal Council on Veterinary Medicine - CFMV (Conselho
Federal de Medicina Veterindria) Resolution No. 714, june 20, 2002,
which regulates the manner in which laboratory animals must be
treated in Brazil.

The main solid visceral organs (liver, kidneys, lungs, spleen, and
heart), as well as blood samples were collected for histopatholog-
ical and biochemical analyses to verify the risks for toxicity related
to the experiment.

The hemimandibles were removed and desiccated for the
purpose of taking individual conventional radiographs. For each
hemimandible and radiographic film, a single tip of a modified
Williams periodontal probe (probe Maceié - Neumar Instrumentos
Cirtrgicos Ltda, Caieiras - SP) was included to form a set consisting
of the film (a), hemimandible (b), and the probe tip (c), as shown in
Fig. 3.

Group 1 - (n=15) Group 2 -(n=15)
T | 3 |

*OWM ‘ﬁmowm
l-s-hou.-.-q T Tacrofimus (2smom)

Fig 2. Sample distribution (n =30) in groups 1 and 2 and treatments used (SL, S, TL,
and T).

wﬂm

Fg 3. The image set: film (a); hemimandible (b), and probe (c).

All the radiographs were taken in the same dental appliance
(Gnatus brand, model Timex; 70 kvp and 8mA), using adult
periapical film (Dental Intraoral E-Speed Film 305 x 40.5 mm;
Kodak®™, Carestream Health Inc, Rochester, NY, USA), from the
same lot. The focus-object distance was also standardized using a
periapical radiographic positioner (Jon®, Sdo Paulo - SP, Brazil);
the exposure time (0.32 s) applied for all radiographs was the same
as that used by Nassar et al. (2003). All the radiographic films were
developed at the same time in an automated processer (model A/T
2000% XR; Air Techniques Inc, Hicksville, NY, USA).

The periodontal probe was introduced as an image reference
parameter (standard) to calibrate the ImageJ program, which was
used to measure the remaining periodontal bone support (PBS) by
comparing the tested ( 1st RMM) and untested first left mandibular
molar (1st LMM) teeth of each animal, according to the method
proposed by Cavallini (2006). As images are required for this
program, it was necessary to digitize the radiographs.

The radiographs were digitized in a standardized manner using
a reflex type camera (Canon EOS Rebel XSi, Canon Inc, Japan) and a
DG Macro 105 mm lens, F2.8 Sigma EX (Sigma Corporation, Japan).
During image capture (photographs), the camera was stabilized on
a photographic tripod (Velbon CX300, Velbon Zhonshan Co Ltd.,
China). All the photographs/images were standardized in the
camera and captured in JPEG format at a resolution of 600 dpi in 8
bit gray tones, in addition to using the retard button set at 10s.

The saved images were analyzed with regard to PBS using the
Image] software program, version 1.37 (available at http://rsh.info,
nih.gov/ij). The tip of the millimetric periodontal probe was used to
calibrate the Image] program by tracing a line from 0 to 5mm,
acting as the scale to define the PBS measurements. The analysis
was performed by a single blind evaluator, who was calibrated by
performing three measurements from the apex to the cuspid of the
tooth, at time intervals of 0, 30, and 60 min; these measurements
were submitted to Pearson’s correlation test and the evaluator was
considered calibrated when R* > 0.8.

The calibrated fixed points for the measurements of PBS,
following the recommendations of Cavallini (2006); were on the
distal tooth cusp tip (C), the point of the bone crest or bone defect
(B), and on the root apex (A) on the distal side of the mandibular
first molar. From these thee points, linear measurements
(standardized in millimeters) were obtained; the measurement
of PBS was calculated using the formula AB/AC x 100, also in
accordance with the method proposed by the same author
(Cavallini, 2006).

From the three measurements obtained, the mean and standard
deviation were calculated and saved in the Microsoft Excel. The data
were then submitted to the Shapiro-Wilk statistical test to verify
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their normality. Normal distribution was obtained and the data
were then submitted to analysis of variance (ANOVA) at a level of
significance of 1% and differences were determined by the Tukey
test (p<0.01).

3. Results

Of the total number of animals investigated (n=30), two rats
that received SL treatment for a period of 10 days, one that received
SL treatment and one that received TL. treatment for 30 days, were
lost during the weekly procedure for verification of subgingival
ligature stability. The loss of these animals was associated with an
accidental complication due to anaesthesia. Table 1 shows the final
distribution of animals according to group, period and treatment
applied. The results are given from the radiographic observations
of 12 animals in group 1 and 14 animals in group 2.

Fig. 4 presents the percentage of the remaining PBS for the
different treatments after 10, 15, and 30days. Irrespective of the
time interval evaluated, lower PBS was found after SL and TL
treatments but there was no statistical differences between them
(p>0.01). The S and T treatments presented the highest PBS values
without statistical difference between them (p>0.01). When the
presence of the ligature (SL and TL) was compared no ligature (S
and T) statistical differences (p < 0.01) were observed; higher PBS
was always observed when there was no ligature.

4. Discussion

Within the bibliographic survey conducted for the present
study, only the study of Guimardes, Nassar, and Andia (2007).
performed a radiographic evaluation of the effect of periodontitis
induced in rats, thereby allowing their results to be compared with
those of the present research. From the point of view of
radiographic analysis, the present study differs from that of
Guimaraes et al 2007, with regard to the method used for
radiographic evaluation. Guimaraes directly measured alveolar
bone loss using as reference the distance between the alveolar
bone crest and the cementum-enamel junction, while the present
study quantified the remaining PBS; thus providing a more reliable
diagnosis of dental insertion.

In a period of 10 days, Guimardes et al. (2007) observed that the
animals that received ligatures and were treated with tacrolimus
presented less alveolar bone loss (p < 0.05) compared with those
that received the ligature only. Therefore, in their study, the
treatment with tacrolimus resulted in greater PBS. These data
corroborate the results of the present research in which TL
treatment presented a higher mean PBS than SL treatment in the
same period of 10days, even though there was no statistically

Table 1
Distribution of animals (Wistar rats) according to group 1 or 2; period 10, 15,
30days; and treatment applied.

Group Period Treatment
1 10days (n=3) S
SL
15days (n=5) S
SL
30days (n=4) S
SL
2 10days (n=5) T
mn
15days (n=5) T
n
30days (n=4) T
n

Treatment: S, saline; SL, ligature + saline; T, tacrolimus; T1, ligature + tacrolimus.

Remaining Periodontal Bone Support (PBS) of the
different treatments after a period of 10, 15 and 30
days, after induction of periodontal disease

: sol s
s
T NN
.29 —-1
- 52.56(5)
§ Fso 50,06 (b} -
s 4%6.35(%) oL
& oy 39918
» 3563 0)
30
10 15 30
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Fig 4. PBS remaining after 10, 15, and 30days of treatment (S, SL T, and TL).
Comparisons must be made only between treatments; different letters in
at the same time point in days (ANOVA; Tukey, p < 0.01).

significant difference, in contrast to the study by Guimaraes et al.
(2007).

Moreover, in the present research, for ethical reasons and as a
result of the loss of some animals, the final sample was limited to
26 animals compared with 135 animals used in the study of
Guimaraes et al. (2007). The present study used a confidence
interval of 99% (p < 0.01) whereas Guimardes et al. (2007), used a
95% confidence interval (p < 0.05). From results of our study, we
believe that an increase in the sample size and a reduction in the
confidence interval would lead to statistically significant differ-
ences.

In the study of Guimardes et al. (2007), and in the present
research, the animals that did not receive a ligature presented less
bone loss and the highest mean PBS (S and T), respectively. This
validates the efficacy of the experimental model of induced
periodontal disease, which has also been observed in other studies
that have used this model (de Azevedo Galvao, Chapper et al,,
2003; Nassar et al., 2000; Régo et al,, 2010).

Guimaraes et al, (2007); observed an increase in bone loss over
time; that is, for all treatments, the mean bone loss was higher at
15days than at 10 days. This was also evident in our study. in that a
reduction in PBS was observed over time. This may be attributed to
the characteristic that the continuous presence of local factors (in
this case the ligature) leads to perpetuation of the destructive
inflammatory process in periodontal tissue.

The literature mentions that tacrolimus and CsA have a similar
mechanism of action, as both exert their suppressive action by
inhibiting calcineurin (Scott, McKeage, Keam, & Plosker, 2003;
Santos, Gongalves, Martins, & de Souza, 2009). According to these
authors, the difference in the activity of these immunosuppressive
agents lies in the different binding proteins: cyclophilin binds to
CsA and the fk-binding protein isoenzyme 120 binds to tacrolimus.

Therefore, several studies have compared the effect of CsA and
tacrolimus in different in vitro and in vivo situations, with the aim
of corroborating our understanding of the behavior of these
immunosuppressants, in addition to seeking greater power, ease of
application, and lower toxicity as a result of their therapeutic use.
In an experimental study, using radiographs, Nassar et al. (2000);
evaluated the effect of CsA on alveolar bone loss in rats with
induced periodontitis. Their results showed that, in a period of
15 days, the animals that received ligatures and treatment with CsA
presented lower alveolar bone loss (p < 0.05) compared with those
treated only with ligatures, The observations with respect to the
radiographic behavior of the CsA immunosuppressors in the study
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of Nassar et al. (2000), and of tacrolimus in the present study and
that of Guimardes et al. (2007) are similar, since both showed
reduction in alveolar bone loss, and consequently higher PBS, in
15days.

For all the experiments, the variable times and presence/
absence of ligatures influenced the results in the present research
and in the study of Guimardes et al. (2007). Therefore, in the
present study, the mean PBS values for the treatments with
ligatures (SL and TL) diminished over time, and were always lower
than those of the other treatments (S and T) when compared at the
same time point. On the other hand, throughout the experimental
period, the mean PBS values for the TL treatment were higher than
those for the SL treatment, although there was no statistically
significant difference between them at any time point.

The results of Guimaraes et al, (2007); for the variables (time
and ligature) were similar radiographically to those in the present
study, throughout the experiment (at 10, 15, and 30 days). Thus, it
was observed that the highest alveolar bone loss always occurred
in the treatments with ligatures and that the presence of
tacrolimus promoted a significant reduction (p <0.05) of bone
resorption at all time points.

Based on the results of the present research and the limitations
of the present study (sample reduced to 26), with regard to the
hypothesis of a protective effect of tacrolimus against alveolar
bone loss in cases of induced periodontitis, no beneficial or
aggravating characteristics were observed statistically. On the
other hand, the numerical hypothesis suggested by the results of
the present study may corroborate the study by Guimardes et al.
(2007); who affirmed that tacrolimus produced a protective effect
by diminishing alveolar bone loss and granulocyte infiltration in
induced periodontitis.

Another aspect investigated in the present study was the
probable toxicity arising from prolonged use of tacrolimus, which
was also discussed by Garcia, dos Santos, Schott, Trevisan, and
Juarez (2004). To investigate the effect of toxicity in the present
study, it was initially proposed to perform a histopathological
analysis of the main solid visceral organs, and a biochemical
analysis of the blood samples, both in a descriptive manner.

From the histopathological point of view, none of the animals in
group 1 (n=12) presented pathological or degenerative alterations.
On the other hand, in group 2 (n = 14), it was observed that 14.28%
(n=2) of the animals that received tacrolimus for 30days
presented hepatic alterations, more precisely, cells with micro-
vesicular steatosis, characterized by fatty infiltration in the liver
(Fig. 5). According to Oliveira and Laudanna (2000); this hepatic
alteration may have various origins, apart from the prolonged use
of tacrolimus, among them obesity, diabetes, dyslipidemia and
prolonged parenteral nutrition. In order to determine whether
microvesicular steatosis is a consequence of the continuous use of

Fig 5. Histological view of the liver after 30 days with tacrolimus. (A) Normal liver
and (B) fatty infiltrate (arrow: cell with microvesicular steatosis).

tacrolimus or of possible diabetes, it would be necessary to
perform a specific biochemical analysis of these two animals, as
initially proposed, to enable the origin of the hepatic alterations
(from the action of drugs or systemic) to be defined. Due to
methodological problems, the data from the biochemical analyses
were consider unreliable, and therefore discarded. This made it
impossible to draw a conclusion about the probable cause of the
fatty infiltration in the liver. On the other hand, this alteration did
not arise in the other animals.

During histological analysis of the animals' kidneys, no sign of
nephrotoxicity was observed in either group of animals, in
agreement with the results of Jiang et al. (1999), and contradictory
to the affirmation of nephrotoxic risk associated with the
continuous use of tacrolimus for a period equivalent to that used
in the study, 30days (Garcia et al,, 2004).

The other organs of all the animals in groups 1 and 2 where
shown to be within a pattern of normality. In view of these
observations, a combination of methods is still required to evaluate
the effect of tacrolimus on periodontal disease, more precisely, on
alveolar bone loss, in order to corroborate studies such as that of
Guimardes et al. (2007).

5. Conclusion

Tacrolimus used for up to 30days as a proposed therapy for
periodontitis induced in rats presented no protective or aggravat-
ing effects on alveolar bone loss.
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ANEXO G - Normas para publicagdo de artigos na Revista Portuguesa de
Estomatologia, Medicina Dentaria e Cirurgia Maxilofacial

INFORMACAO PARA OS AUTORES

A Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentaria e Cirurgia Maxilofacial € uma revista
trimestral, que considerara para publicacdo trabalhos originais, de investigacdo, casos clinicos,
comunicacdes curtas e revisdes, de interesse cientifico para clinicos e investigadores relacionados
direta ou indiretamente com a salde oral. Todos os trabalhos serdo avaliados por pelo menos dois
membros do conselho editorial da revista e/ou revisores externos que condicionardo a sua aceitacao
para publicacdo. Autores e revisores serao mantidos no anonimato durante o processo de avaliacao
dos trabalhos. Apenas serdo considerados para publicacdo os trabalhos contendo material original,
que ndo tenha ainda sido publicado, na integra ou parcialmente (incluindo tabelas e figuras), e que
ndo se encontrem submetidos ou aceites para publicacdo noutras revistas. Antes de enviar os
manuscritos, os autores devem obter todas as autorizagdes necessarias para a publicacdo do
material apresentado. Note-se que, para cumprir os regulamentos que regem os direitos dos autores,
a reproducéo de imagens, figuras ou graficos de outras publicagfes deve ter autorizagdo prévia dos
respectivos autores e/ou editores. A localizagdo dos originais deverd ser incluida nas referéncias
bibliograficas. Os artigos publicados passardo a ser propriedade da Revista Portuguesa de
Estomatologia, Medicina Dentaria e Cirurgia Maxilofacial, ndo podendo ser reproduzidos, total ou
parcialmente, sem a permissdo do seu editor-chefe. As opinides expressas sdo da exclusiva
responsabilidade dos autores e poderdo nao refletir a opinido dos editores e membros do conselho
editorial.

Preparacdo do manuscrito

Os textos deverdo ser escritos em portugués ou em inglés. No caso de serem escritos em inglés,
devera ser submetida, em anexo, uma declaracdo assinada por um tradutor profissional assumindo a
responsabilidade pela qualidade linguistica do texto. Esta declaragdo também podera ser feita por um
dos autores, desde que tenha o inglés como lingua nativa.

Submissdes Tém que ser realizadas online em http://www.ees.elsevier.com/spemd e devem incluir os
elementos abaixo indicados:

1. Carta de apresentacéo

Assinada por todos os autores e dirigida ao editor-chefe da Revista, declarando que o trabalho nédo se
encontra publicado nem submetido para publicacdo noutra revista ou jornal, nem o sera até que a
decisao final referente a esta submissdo seja tomada. Devera declarar que todos os autores leram e
concordam com a versao submetida, e que, em caso de aceitacdo para publicacdo, transferem todos
os direitos sobre o artigo a favor da Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentaria e
Cirurgia Maxilofacial. Devera também conter indicacéo do titulo do artigo e da contribuicdo de cada
um dos autores para o trabalho. De acordo com o “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted
to Biomedical Journals”, a autoria implica uma contribuicdo substancial para o manuscrito. E,
portanto, necessario especificar na carta de apresentagdo a contribuicdo dada por cada autor do
trabalho. Exemplo: Jodo P. Antonio concebeu este estudo e supervisionou todos os aspectos da sua
implementacdo. Pedro Silva colaborou no protocolo experimental e realizou a analise estatistica
dados. Nuno Pereira recolheu os dados e colaborou na andlise dos mesmos. Todos 0s autores
contribuiram para a interpretacédo dos resultados e revisédo do manuscrito. No caso em que 0 numero
de autores exceda os seis devera justificar-se a situagao.

2. Pagina de capa

Devera conter apenas o titulo do trabalho, nome e afiliacdo de cada autor pela ordem que desejam
ver publicado (ex: Jodo P. Antdniol, Pedro Silva2, Nuno Pereiral — 1Faculdade de Medicina Dentaria
de Lisboa, Lisboa, Portugal; 2Faculdade de Medicina
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Dentaria do Porto, Porto, Portugal). De-verd conter ainda a identificacdo completa do autor
correspondente com indicacdo do nome, morada, nimero de telefone e endereco de e-mail.

3. Titulo

Titulo do trabalho, que devera ser curto (maximo 15 palavras) e definir com clareza o tema abordado.
Devera ser apresentado em portugués e em inglés.

4. Autores

Os nomes dos autores deverdo ser apresentados com a forma e pela ordem que desejam ver
publicado (primeiro nome, inicial do nome intermédio, Ultimo nome). Devera ser feita referéncia ao e-
mail e as instituicdbes a que cada autor se encontre associado. Toda a comunicacao futura entre a
Revista e os autores sera efectuada exclusivamente por correio electronico. Caso indicacdo expressa
em contrario toda a correspondéncia sera enviada para o primeiro autor. 5. Resumo/Abstract:

Deverao ser apresentados resumos em portugués e inglés que nao poderdo exceder as 250 palavras
para o trabalho de investigacdo e 150 para casos clinicos, revisbes ou comunica¢gbes breves (em
cada lingua). Ndo deverdo ser utilizadas abreviaturas. Do resumo dos trabalhos de investigacéo
deverdo constar os principais objetivos do trabalho, materiais e métodos seguidos, resultados obtidos
e principais conclusdes. Cada uma das secc¢fes do resumo deverd ser precedida obrigatoriamente
pelo respetivo titulo (Objetivos; Métodos; Resultados; Conclusdes). Os resumos das apresentagdes
de casos clinicos deverao sumariar a situacdo encontrada e o tratamento administrado. Nos resumos
de trabalhos de revisdo sisteméticas e comunicacdes curtas deverd ser apresentado o objetivo do
trabalho, a metodologia seguida e uma pequena descri¢cdo do principal tépico abordado.

6. Palavras-chave/Keywords

Palavras-chave (3 a 10) que permitam a indexa¢éo do artigo, de acordo com a terminologia usada no
indice Médico “Medical Subject Headings” (http://www.ncbi.nim.nih.gov/mesh) as quais deverdo ser
submetidas em portugués e inglés.

7. Documento com o Corpo do Artigo

7.1 Apresentacdo: Neste documento ndo devera ser incluida qualquer referéncia a identidade dos
autores para que a mesma hao seja revelada durante o processo de avaliacdo. Todo o trabalho,
incluindo o corpo do artigo, referéncias, legendas das figuras e tabelas com legendas, devera ser
formatado com espacamento duplo, tamanho de letra Arial 12 justificado. Todas as paginas devem
ser numeradas consecutivamente a partir do nimero 1. As margens deverao ser de 2,5 cm em todo o
documento. Deverao ser inseridas quebras de pagina entre cada seccéo.

7.2 Corpo do artigo de acordo com o tipo de trabalho:

a) Artigos de investigacdo — O texto ndo devera exceder as 2250 palavras, excluindo referéncias,
legendas e tabelas. Devera ser organizado em introducdo, materiais e métodos, resultados,
discusséo e conclusbes.

Introducdo — Explicacdo do problema. Pequeno resumo da literatura considerada relevante.
Identificacdo de falhas e tendéncias dos estudos disponiveis. No final deste capitulo devera constar
uma clara descricdo do objetivo do trabalho e a apresentacao da(s) hipdtese(s) a testar.

Materiais e métodos — Curto resumo do desenho experimental. Completa descricdo dos materiais
utilizados (nome comercial, fabricante, cidade, pais, lote e validade). Explicacdo detalhada do que foi
e como foi avaliado no presente trabalho, descrevendo as variaveis estudadas, o método utilizado
para a constituicdo da amostra, o tamanho da amostra, o grupo controlo utilizado, o método de
calibracao dos examinadores e 0 equipamento utilizado nas medig8es. Os testes utilizados na andlise
estatistica e o nivel de significancia estatistica fixado deverdo ser mencionados no fim desta seccgéo.
Resultados — Descricdo dos resultados de forma clara e concisa, pela mesma ordem em que 0s
testes foram descritos na seccao anterior. No texto, nas tabelas e nos gréaficos apresentados nao
devera haver repeticdo dos dados. Os resultados que se mostrarem estatisticamente significativos
deverdo ser acompanhados pelo valor de probabilidade respectivo (p). Discussdo — Discussédo dos
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resultados obtidos, relacionando-os com as hipéteses anteriormente apresentadas e com a literatura
disponivel mais relevante. As limitagdes do trabalho deveréo ser identificadas. Poder&o ser sugeridas
areas alvo de futuros estudos. Conclus@es — Listar de forma concisa as principais conclusfes a retirar
do estudo. As conclusdes deverdo ser condizentes com os objetivos e suportadas pelos resultados.
b) Artigos com casos clinicos — O texto nao devera exceder as 1750 palavras, excluindo referéncias,
legendas e tabelas. Introducédo — Realizar uma breve revisao da literatura relevante para o problema
encontrado. Incluir referéncias aos varios métodos de tratamento existentes. Caso clinico — Descri¢ao
do paciente (idade, sexo, etc), da patologia encontrada e de possiveis antecedentes médicos ou
dentérios. Descricdo dos diversos métodos de tratamento existentes. O método de tratamento
utilizado devera ser justificado e detalhadamente descrito. Apresentar os resultados do tratamento e o
tempo de follow-up. Discussdo e Conclusdes — Comentarios as vantagens e desvantagens
apresentada pelo método de tratamento seguido. Apresentar contra-indicacdes, caso existam. O texto
desta seccdo nado devera ser uma mera repeticdo das secc¢des anteriores. c¢) Artigos de revisdo — A
Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentaria e Cirurgia Maxilofacial publica artigos de
revisdo que tenham sido solicitados pelos editores. No entanto, em situacdes excecionais os artigos
nao solicitados que forem enviados, poderdo ser considerados. O texto ndo devera exceder 5000
palavras, excluindo referéncias, legendas e tabelas (maximo de 5). Neste tipo de artigos devera ser
apresentado a metodologia seguida e um registo preciso e completo da literatura, organizado por
tépicos. O texto deverd ser dividido por secgdes com titulos e subtitulos que ajudem numa mais
simples compreensao do artigo. d) Comunicag8es breves — As descrigcBes de novas técnicas poderédo
conduzir a publicagBes curtas, devendo ser organizadas com uma pe-quena introducdo seguida da
descricdo da técnica. O texto ndo deverd exceder as 1000 palavras, excluindo referéncias, legendas
e tabelas. Estudos piloto com metodologias inovadoras também poderdo conduzir a publicacdes
curtas. Neste caso, deverdo ser organizadas em introducdo, métodos, resultados e discussdo. As
comunicacdes breves deverdo ter um maximo de 15 referéncias.

7.3 Bibliografia:

As referéncias bibliograficas no texto, tabelas e legendas terdo que ser identificadas por nimeros
arabes colocados entre paréntesis e sobrescritos. A numeracdo deverd corresponder a uma
ordenacdo bibliografica por ordem de citagdo no texto. Todas as referéncias citadas no texto deveréo
constar da lista de referéncias. Na lista de referéncias bibliograficas apenas deverdo constar os
artigos citados no texto e tabelas. A referéncia a resumos/ abstracts, a sites da Internet ou a qualquer
outro tipo de material ndo publicado devera ser evitada. A formatacéo das referéncias devera estar de
acordo com as “Normas para a apresentagao de manuscritos a publicar em Revistas Biomédicas” do
International Committee of Medical Journal Editors (Vancouver Group) (http:// www.nim.
nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). Os titulos das publica¢des deverdo ser abreviados de acordo
com o] tratamento dado no Index Médicus
(http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=enq).

Exemplo do formato a seguir na referéncia a artigos publicados em revistas: Chersoni S, Suppa P,
Breschi L, Ferrari M, Tay FR, Pashley DH, et al. Water movement in the hybrid layer after different
dentin treatments. Dent Mater. 2004;20:796-803. Exemplo do formato a seguir na referéncia a
capitulos de livros: Marshall SJ. Dental amalgam — Structures and properties. In: Anusavice KJ editor.
Phillips’ Science of Dental Materials. 10th ed. Philadelphia: WB Saunders Company, 1996. p. 361-85.

7.4 Tabelas: Todas as tabelas deverdo ser referidas no texto. Deverdo ser apresentadas apos a lista
de referéncias bibliograficas, uma por pagina, e formatadas a 2 espacos. Deverdo ser numeradas
com algarismos arabes, por ordem de citacdo no texto, e acompanhadas da respectiva legenda. A
tabela deve ser tanto quanto possivel explicativa por si s8, sem recurso ao texto do artigo.

7.5 Legendas das figuras: As legendas das figuras deverdo ser apresentadas na ultima pagina do
documento com o corpo do artigo. Deveréo ser autoexplicativas e estar numeradas com numeragao
igual a respetiva figura. Quando forem utilizados simbolos, setas, nUmeros ou letras para identificar
partes de uma figura, estes deverao ser identificados e explicados claramente na legenda. Devera ser
identificada a escala interna e método de coloracdo nas fotomicrografias.

8. Figuras

N&o coloque as figuras no documento com o corpo do artigo. Todas as figuras deverédo ser fornecidas
em ficheiros independentes com o tamanho 8 cm x 6 cm, no formato em JPEG ou TIFF a 300 dpi.
Todas as figuras deverdo ser citadas no texto e ser numeradas consecutivamente de acordo com a
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ordem de citacdo. Caso estejam presentes, as letras, nimeros e simbolos, deverdo ser claros,
proporcionais entre si e de tamanho suficiente para serem legiveis. Se uma figura ja tiver sido
publicada anteriormente, devera ser identificada a fonte original e incluida nas referéncias
bibliograficas. Para cumprir os regulamentos que regem os direitos dos autores, a reproducdo de
imagens, figuras ou graficos de outras publicacdes devera ter autorizacao prévia dos detentores dos
direitos, autor/editor. A referida autorizacdo de-vera ser incluida no processo de submissédo. A
permissdo é exigida independentemente do seu detentor, exceto para documentos de dominio
publico.

9. Agradecimentos

Deverdo ser expressos a pessoas e/ou a Instituicdes que tenham permitido a efetivagdo ou prestado
contribuicdo para o trabalho. Nos artigos de investigacdo deverdo constar as fontes de financiamento
caso as haja. Os agradecimentos dever&o ser submetidos como um ficheiro independente para que a
entidade dos autores ndo seja reveladas durante o processo de avaliacéo do artigo.

10. Ficheiros anexos

Todo o material para publicacdo que seja muito extenso, particularmente tabelas ou ferramentas para
recuperacdo de dados, podera, em certos casos e apds consideragdo, ser colocado na internet para
consulta por parte dos interessados sendo designado por material suplementar.

OBRIGACOES DO AUTOR

Responsabilidades éticas Protecdo de individuos humanos e animais. Quando se descrevem
experiéncias que foram realizadas em seres humanos, tera que ser mencionado que oS
procedimentos seguidos estédo em conformidade com as diretrizes éticas do comité responsavel pela
investigacdo humana (institucional ou regional) e em conformidade com a Associagdo Médica
Mundial e a Declaracéo de Helsinquia, disponivel em
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/. Quando sédo descritas experiéncias em animais,
deve mencionar se as regras de uma instituicido ou de um conselho internacional de investigacdo ou
uma lei de regulamentacao nacional sobre o cuidado e uso de animais de laboratorio foram seguidas.

Confidencialidade.

Os autores sdo responsdveis por seguir os protocolos estabelecidos pelos respetivos centros de
saude para aceder a dados de episédios clinicos de forma a escrever este tipo de publicacdo para
fins de investigacdo / divulgacdo para a comunidade, e portanto, devem declarar que cumpriram esse
requisito. O autor é obrigado a garantir que o requerimento para informar todos os pacientes
envolvidos no estudo foi cumprido e que estd em posse do documento assinado por eles apds terem
recebido informacao suficiente, e apos terem obtido o seu consentimento por escrito para participar
no estudo. Os autores devem mencionar, em “Métodos” que os procedimentos usados em pacientes

e controles foram realizados depois de obtido 0 modelo de consentimento assinado.

Privacidade.

O autor também é responsavel por assegurar o direito a privacidade dos pacientes protegendo a sua
identidade, tanto no texto do artigo bem como nas imagens. Nomes, iniciais ou numeros de registo
meédico hospitalar ndo devem ser usados (ou qualquer outro tipo de dados relevantes para a
investigacdo que possam identificar o paciente) nem no texto ou nas fotografias, a menos que essa
informacao seja essencial para fins cientificos, caso em que deve ser incluido no artigo, desde que o
paciente, ou 0s seus pais ou tutores, tenham dado o consentimento por escrito para a sua publicacéo.
Os autores sdo responsaveis por obter o consentimento por escrito, autorizando a publicacao,
reproducao e divulgacdo em suporte de papel e em areas de acesso publico na internet.

Financiamento
Os autores devem declarar a fonte de toda a ajuda financeira recebida.

Autoria

Apenas aquelas pessoas que contribuiram intelectualmente para o desenvolvimento do trabalho
devem aparecer na lista de autores. O tipo de participacdo no trabalho (algumas das quais séo
expressas abaixo) por cada autor deve ser indicado na carta de apresentacéo. Para os que ajudaram
na coleta de dados, ou tenham participado em alguma técnica, ndo sao, por si s0, critérios suficientes
para aparecer como um autor. Em geral, para aparecer como autor devem ser atendidos os seguintes
requisitos:
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1. T er participado na concecéo e design, aquisicao de dados, analise e interpretacdo dos dados do
trabalho que resultou no artigo em questéo.

2. Ter participado na redacao do manuscrito ou das suas revisdes.

3. Ter aprovado a versao que sera finalmente publicada.

No caso de autoria coletiva, serdo incluidos os nomes dos redatores, ou dos responsaveis pelo
trabalho, seguido de “e pelo Grupo...”, quando todos os membros do grupo sédo considerados como
coautores do trabalho. Se for desejado incluir o0 nome do grupo, embora nem todos os membros
possam ser considerados como coautores, a formula usada sera mencionar os autores responsaveis,
seguido por “em nome do grupo.”. Em qualquer caso, os nomes e as instituicbes dos membros do
grupo devem ser incluidos num apéndice no final do manuscrito. Os autores serdo indicados tanto na
primeira ou na pagina de titulo e na secc¢do Adicionar / Editar / Remover / Autor. Todos os autores
devem declarar que leram e aprovaram 0 manuscrito e que os requisitos de autoria foram cumpridos.
O Jornal declina qualquer responsabilidade sobre eventuais conflitos decorrentes da autoria de obras
publicadas no Jornal.

Conflito de interesses

Existe um conflito de interesses quando um autor tem / teve relag6es financeiras ou pessoais que
possam ser inapropriadamente tendenciosas ou influenciar as suas agfes. O potencial conflito de
interesses existe independentemente do que as partes interessadas consideram que essas relacfes
possam ou ndo possam ter influenciado o seu julgamento cientifico. Os autores devem indicar na
Carta de Apresentacdo e na seccdo de Informacdes Adicionais do EES, quaisquer relacdes
financeiras ou pessoais que possam ter tido ou possam ter, no momento da escrita ou publicacéo do
artigo, com pessoas ou instituicdes, e que possam dar origem a um conflito de interesses no que
respeita ao artigo que foi submetido para publicacdo. O que é declarado aparece no Jornal impresso.

Obtencédo de permissbdes

Os autores séo responsaveis pela obtengdo de permissdes apropriadas para reproduzir parcialmente
material (texto, tabelas ou figuras) de outras publicacdes. Estas permissfes devem ser solicitadas a
partir do autor, bem como a partir da editora que publicou esse material. A permissao para publicar é
requerida a partir da instituicdo que financiou a pesquisa. O comunicado de que o contetido do artigo
€ original e que néo foi publicado anteriormente e que nao foi submetido a consideracédo de qualquer
outra publicacdo, no todo ou em qualquer das suas partes. Os autores devem estar cientes de que
ndo revelar que o material submetido para publicagdo tenha sido total ou parcialmente publicado &
uma violacdo grave da ética cientifica. Da mesma forma, autores que reproduzam no seu artigo
material previamente publicado (texto, tabelas ou figuras) sdo responsaveis pela obtencdo das
permissfes apropriadas para reproduzir esse material no Jornal. Os autores devem obter
autorizagfes por escrito do autor, bem como do editor que publicou esse material, e submeter uma
copia delas junto com o artigo para o Jornal.

Revisdes e alteracbes

Sempre que a aceitagdo do artigo esteja pendente de alteragbes a efetuar pelos autores, estas
deverao ser realizadas no prazo maximo de 15 dias, para pequenas modificagfes, ou em 60 dias, no
caso de grandes alteracdes. Apds a producédo gréfica do artigo, a prova final sera enviada ao autor
correspondente para aprovacdo. Este devera responder por email indicando as alteracdes
necessarias, dentro do prazo limite estabelecido pelo conselho editorial para cumprimento dos prazos
da revista. Apenas serdo admitidas correcdes de erros de formatacdo. A ndo obtencdo de resposta
dentro do prazo estabelecido ser4 entendida como sinal de concordancia com a versao final
apresentada.

Lista de verificacdo dos documentos a submeter
 Carta de apresentacgao (obrigatério)

* Pagina de capa (obrigatério)

* Documento com o corpo do artigo (obrigatério)
* Figuras

* Agradecimentos

* Ficheiros anexos

* Declaragao do responsavel pelo texto em inglés
* Autorizacao para divulgagao de dados e figuras
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

The Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentaria e Cirugia Maxilofacial (Portuguese
Journal of Stomatology, Dental Medicine and Maxillofacial Surgery) is published quarterly, and
considers for publication original research reports, clinical reports, short communications and reviews
of scientific interest to clinicians and researchers directly or indirectly related with oral health.

All papers are peer-reviewed by members of the journal’s editorial board, determining their
acceptance for publication. Both authors and reviewers are anonymous during the evaluation of the
work submitted.

Papers considered for publication must contain original material, not published, in full or in part
(including tables and figures), and not submitted or accepted for publication in other journals. Before
sending the manuscripts, authors must obtain all permissions needed for publication of the presented
material. Note that, to comply with regulations governing authors’ rights, the reproduction of images,
figures or graphs from other publications must have prior authorization of the respective authors.
These should be included in the references.

The published articles will remain property of the Portuguese Journal of Stomatology, Dental Medicine
and Maxillofacial Surgery, and cannot be reproduced, totally or partially, without permission of the
editor-in-chief. The opinions expressed are of the exclusive responsibility of the authors and may not
express the opinion of editors and editorial board members.

Manuscript preparation

The text should be written in Portuguese or English. If written in English, a signed declaration, from a
professional translator or one of the authors, assuming the responsibility for the quality of the written
English, must be submitted in attachment.

Submissions
May only be made online at http://www.ees.elsevier.com/ spemd and should include the following
elements:

1. Presentation letter

Signed by all the authors and addressed to the journal’s editorinchief, stating that the paper is not
published or submitted to be published in other journal, and that it will not be submitted elsewhere until
the final decision on this submission is taken. The presentation letter should also state that all the
authors have read and agree with the submitted version and that, in case of acceptance, transfer the
copyright of the paper to the journal. The letter should also contain the manuscript title and refer the
contribution of each author to the paper submitted.

According to the “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” the
authorship implies a substantial contribution to the manuscript. It is, subsequently, necessary to
specify the contribution of each author. e.g.: John Doe conceived this study and supervised all the
aspect of its implementation. Peter Doe collaborated in the experimental protocol and performed the
statistic analysis of the data. Charles Doe collected the data and collaborated in the analysis of it. All
the authors contributed to the interpretation of the results and to the article revision.

A justification must be presented every time the number of authors exceeds six.

2. Cover page

This page should only contain the title, name and affiliation of each author by the order it should be
published (ex: Jodo P. Anténio 1, Pedro Silva 2 , Nuno Pereira 1 — 1 Faculdade de Medicina Dentaria
de Lisboa, Lisboa, Portugal; 2 Faculdade de Medicina Dentaria do Porto, Porto, Portugal). The
identification of the corresponding author must be given stating name, address, phone number and e-
mail.

3. Title
The title of the manuscript should be short (maximum 15 words) and clearly define the subject in
question. Should be presented in Portuguese and in English.
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4. Authors

Authors should be presented the same way and in the order they will be published (first name middle
name, surname). The email and affiliations of each author should be given. Every type of
correspondence between the journal and the authors will be made, exclusively, by e-mail. Unless
otherwise clearly expressed, all correspondence will be sent to the first author.

5. Abstract

Abstracts in English and Portuguese should be submitted with a limit of 250 words for research
manuscripts and with a limit of 150 words for clinical cases, reviews or brief communications.
Abbreviations should not be used. The abstracts of original research reports should contain the main
objectives, materials and methods, results and main conclusions. An appropriate heading must
precede each section, namely: Objectives; Methods; Results; Conclusions. The abstracts of clinical
cases should summarize the problem and the treatment offered. The abstract of systematic reviews
and brief communications should present the objective, methods and a brief description of the main
topic discussed.

6. Keywords

Keywords (3-10), to allow indexing of the article according to the terminology used in the Medical
Index “Medical Subject Headings (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/imesh), should be submitted in
Portuguese and English.

7. Document with the manuscript

7.1 Presentation:

This document should not have any reference to the author’s identity in order to avoid their
identification during the reviewing process. All work, including the body of the article, references, figure
captions and tables with captions should be formatted double-spaced, Arial font size 12 and left
justified. All pages should be numbered, starting at number 1. Margins should be 2.5 cm throughout
the document. A page break must be included between each section.

7.2 Body of the article according to the type of work:

a) Research articles — The text should not exceed 2250 words excluding references, legends, and
tables. Should be organized into introduction, materials and methods, results, discussion and
conclusions. Each section should be organized as follows:

Introduction — Explanation of the problem. Short summary of the relevant literature. Identification of
shortcomings and trends in the available studies. Clear description of the paper’s purpose at the end,
stating the working hypothesis.

Materials and methods — Short summary of the experimental design. Complete description of the
materials used (name, manufacturer, lot number and expiration date). Detailed explanation of what
was assessed in the work and how it was performed, describing the variables studied, the method for
recruiting the sample, sample size, control group used, examiners’ calibration method and equipment
used in the measurements. The tests used in statistical analysis and statistical significance level set
should be mentioned at the end of this section.

Results — Clear and concise description of the results, in the order in which the tests were described in
the previous section. Between text, tables and graphs presented there should be no repetition of data.
Statistical significant results should be accompanied by their probability value

Discussion — Discussion of the results, relating them to the hypotheses previously presented and with
the most relevant literature available. The limitations of the work should be identified. Target areas for
future studies maybe suggested. Conclusions — List concisely the main conclusions to be drawn from
the study. The conclusions should be consistent with the objectives and supported by the results.

b) Clinical cases -The text should not exceed 1750 words excluding references, legends, and tables.
Introduction — Conduct a brief review of the literature relevant to the problem in question. Include
references to the various methods of treatment available. Case report — description of the patient (age,
gender, etc.), pathology encountered and possible medical or dental history. Brief description of the
different treatment methods available. The method of treatment used should be justified and fully
described. Results of treatment and length of follow-up should be presented. Discussion and
Conclusions — Remarks on the advantages and disadvantages presented by the method of treatment
followed. Present contraindications, if any. If the text is a mere repetition of the previous sections, the
Discussion and Conclusions should be omitted.
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c) Review article — The Portuguese Journal of Stomatology, Dentistry and Maxillofacial Surgery
publishes mainly review articles that have been requested by the editors. However, exceptionally
articles that are sent unsolicited may be considered. The text should not exceed 5000 words excluding
references, captions and tables (maximum 5). In this type of articles the literature research
methodology and a complete and accurate record of literature, organized by topics, should be
presented. The text should be divided into sections with headings and subheadings that help a simpler
comprehension of the article. d) Brief Communications — Description of new techniques may lead to
short publications. These should be presented with a short introduction followed by the description of
the technique. The text should not exceed 1000 words, excluding references, captions and tables.
Preliminary results and pilot studies may lead to short publications. In this case, they should be
organized into introduction, methods, results and discussion. Brief communications should have a
maximum of 15 references.

7.3 Bibliography:

References in the text, tables and captions have to be identified by Arabic numerals placed in
parentheses and superscript. The numbering should correspond to the order of citation in the text. All
references cited in the text and tables should appear on the list of references. Reference to abstracts,
Internet sites or any other unpublished material should be avoided. The references should be
according to the “Standards for the submission of manuscripts to be published in biomedical journals”
of the International Committee of Medical Journal Editors (Vancouver  Group)
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements. html). The journal titles should be abbreviated
according to the treatment given in Index Medicus (http://www2.bg.am.poznan.
pl/czasopisma/medicus. php?lang=eng).

Example of the format to follow in references to articles published in journals: Chersoni S, Suppa P,
Breschi L, Ferrari M, Tay FR, Pashley DH, et al. Water movement in the hybrid layer after different
dentin treatments. Dent Mater. 2004;20:796-803.

Example of the format to follow in references to chapters in books: Marshall SJ. Dental amalgam —
Structures and properties. In: Anusavice KJ editor. Phillips’ Science of Dental Materials. 10th ed.
Philadelphia: WB Saunders Company, 1996. p. 361-85.

7.4 Tables:

All tables must be mentioned in the text. Tables should be formatted at 2 spaces on a separate sheet,
numbered with Arabic numerals and accompanied by a title and subtitle. Each table in the manuscript
should stand-alone and be interpreted without referencing the text of the manuscript.

7.5 Figure captions: Captions should be self-explanatory and be numbered with numbers equal to
the accompanying technical illustration. When using symbols, arrows, numbers or letters to label parts
of a figure, they should be clearly identified and explained in the caption. The internal scale and
method of staining in photomicrographs should be identified.

8. Figures

Do not place the figures in the manuscript within the body of the article. All figures should be
provided in separate files with size 8 « 6 cm in JPEG or TIFF format at 300 dpi.

All figures should be cited in the text and numbered in the respective order. In presence of letters,
numbers and symbols, the size and proportion should be clear enough in order to be legible.

If a figure has been published previously, the original source must be identified and included in the list
of references. To comply with authors’ rights regulations, the reproduction of pictures, figures or
graphics from other publications must have prior authorization from the copyright holders,
author/editor. The signed authorization should be upload in the submission process. Permission is
required independently of the ownership, except for public documents.

9. Acknowledgements:

Only persons and/or institutions that have allowed the execution or provided input to the work should
be acknowledge. In research papers funding sources if any should be included. Acknowledgment
should be submitted in a separate file, so the identity of the authors is not revealed to the
reviewers.



110

10. Appendices

All the materials that are too large, like tables or tools for data recovery, in certain cases and after
consideration, can be placed at the Journal’s site for consultation, being referred to as additional
material.

OBLIGATIONS OF THE AUTHOR

Ethical responsibilities

Protection of human subjects and animals. When describing experiments that have been carried
out on human beings, it must be mentioned that the procedures followed are in accordance with the
ethical guidelines of the committee responsible for human research (institutional or regional) and in
accordance with the World Medical Association and the Helsinki Declaration, available at:
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/ b3/. When experiments on animals are described, it
must mention whether the rules of an institution or an international research council or a national
regulatory law on the care and use of laboratory animals have been followed.

Confidentiality. The authors are responsible for following the protocols established by their respective
health centres to access data from medical records in order to write this type of publication for
research / disclosure purposes for the community, and thus must declare that they have complied with
this requirement. The author is obliged to ensure that the requirement of having informed all the
patients enrolled in the study has been met and is in possession of the document signed by them after
they have received sufficient information, and having obtained their written informed consent to
participate in the study. The authors must mention, in the “Methods” that the procedures used in
patients and controls were performed after having obtained the signed informed consent form.

Privacy. The author is also responsible for ensuring the right of privacy of the patients by protecting
their identity, both in the text of the article as well as in the images. No names, initials or hospital
medical record numbers will be used (or any other type of data irrelevant to the investigation that could
identify the patient) either in the text or in the photographs, unless this information is essential for
scientific purposes, in which case it may be included in the article, provided that the patient, or their
parent or guardian, gave their informed consent in writing for its publication. The authors are
responsible for obtaining the informed consent in writing, authorising their publication, reproduction
and circulation on paper support and on public access Internet.

Funding
The authors must declare the source of any financial help received.

Authorship

Only those persons who have intellectually contributed to the development of the work should appear
in the list of authors. The type of participation in the work (some of which are expressed below) by
each author must be stated in the Cover Letter. To have helped in the collection of data, or to have
taken part in some technique, are not by themselves sufficient criteria to appear as an author. In
general, to appear as an author the following requirements should be met:

1. T o have participated in the conception and design, data acquisition, analysis and interpretation of
the data of the work that has resulted in the article in question.

2. To have participated in the drafting of the manuscript or its revisions.

3. To have approved the version that will finally be published.

In the case of collective authorship, it will include the name of the writers, or those responsible for the
work, followed by “and the Group...”, when all the members of the group are considered as co-authors
of the work. If it is desired to include the name of the group, although not all members may be
considered as co-authors, the formula used will be to mention the authors responsible, followed by “on
behalf of the Group.”. In any event, the names and the institutions of the members of the group should
be included in an Appendix at the end of the manuscript. The authors will be stated both on the first or
title page and in the Add/ Edit/Remove/Author section. All authors must declare that they have read
and approved the manuscript and that the requirements for authorship have been met. The Journal
declines any responsibility on possible conflicts arising from the authorship of works published in the
Journal.

Conflict of interests
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There is a conflict of interests when an author has/had financial or personal relationships that could
have inappropriately biased or influenced their actions. The potential conflict of interests exists
regardless of whether the interested parties consider that these relationships may or may not have
influenced their scientific judgement. The authors must state, in the Cover Letter and in the Additional
Information section of the EES, any financial or personal relationships that they may have had or may
have, at the time of writing or submitting the article, with persons or institutions, and that could give
rise to a conflict of interests as regards the article which is submitted for publication. What is declared
will appear in the printed Journal.

Obtaining of permissions

The authors are responsible for obtaining the appropriate permissions to partially reproduce material
(text, Tables or Figures) of other publications. These permissions must be requested from the author,
as well as from the publisher that has published that material. Permission to publish is required from
the institution that has financed the research.

A statement that the content of the article is original and has not been published previously and has
not been submitted for consideration to any other publication, either wholly or in any of its parts. The
authors must be aware that not to reveal that the material submitted for publication has been wholly or
partially published is a severe breach of scientific ethics. Similarly, authors who reproduce previously
published material in their article (text, Tables or Figures) are responsible for obtaining the appropriate
permissions to reproduce that material in the Journal. The authors must have obtained written
authorisation from the author, as well as from the publisher that has published this material, and
submit a copy of them along with the article to the Journal.

Redundant or duplicate publication

The Journal does not accept previously published material and will not consider any manuscripts for
publication that are simultaneously submitted to other journals, or redundant or duplicate publications,
that is, articles that substantially overlap another article already published, printed, or in electronic
media. In the Cover Letter, the authors must mention any previous submissions or publications of the
same work, either wholly or partially, that could be considered a redundant or duplicate publication. It
is necessary to quote and include the literature references of these previous publications in the new
manuscript. These restrictions do not apply to published abstracts of papers, presentations, or
conferences, presented at national or international scientific meetings.

Revisions and adjustments

Whenever the article acceptance is waiting for authors’ adjustments, the revisions should be done by
authors within 15 days for minor changes or 60 days for major changes. After article’ graphical
production, final proof will be sent to the correspondent author for approval. The necessary
adjustments should be communicated by email within the scheduled deadline, established by the
editorial council for the journal timeline compliance. Failing to respond within the scheduled deadline
will be understood as acceptance of the final presented version.

Checklist of the documents to submit

* Cover letter (mandatory)

« Title page (mandatory)

* Document with the manuscript (mandatory)

* Figures

* Acknowledgements

* Supplementary files

» Signed declaration from the entity/author responsible for the English language

¢ Authorization from the copyright holders, author/ editor of the pictures, figures or graphics from other
publications used in the submitted manuscript
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ANEXO H - Normas para publicacao de artigos na Internacional Journal of
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Edited By: Chris Deery
Impact Factor: 1.532

ISI Journal Citation Reports © Ranking: 2016: 41/90 (Dentistry Oral Surgery & Medicine); 69/121
(Pediatrics)

Online ISSN: 1365-263X
Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. General, 2. Ethical Guidelines, 3. Manuscript Submission Procedure,
4. Manuscript Types Accepted, 5. Manuscript Format and Structure, 6. After Acceptance.

Relevant Documents: Sample Manuscript

Useful Websites: Submission Site, Articles published in International Journal of Paediatric Dentistry,
Author Services, Wiley-Blackwell's Ethical Guidelines, Guidelines for Figures.

CrossCheck The journal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism detection
system. By submitting your manuscript to this journal you accept that your manuscript may be
screened for plagiarism against previously published works

1. GENERAL

International Journal of Paediatric Dentistry publishes papers on all aspects of paediatric dentistry
including: growth and development, behaviour management, prevention, restorative treatment and
issue relating to medically compromised children or those with disabilities. This peer-reviewed journal
features scientific articles, reviews, clinical technigues, brief clinical reports, short communications and
abstracts of current paediatric dental research. Analytical studies with a scientific novelty value are
preferred to descriptive studies.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the journal's
requirements and standards as well as information concerning the procedure after acceptance of a
manuscript for publication in International Journal of Paediatric Dentistry. Authors are encouraged to
visit Wiley-Blackwell Author Services for further information on the preparation and submission of
articles and figures. In June 2007, the Editors gave a presentation on How to write a successful paper
for the International Journal of Paediatric Dentistry.
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2. ETHICAL GUIDELINES

Submission is considered on the conditions that papers are previously unpublished, and are not
offered simultaneously elsewhere; that authors have read and approved the content, and all authors
have also declared all competing interests; and that the work complies with the Ethical Policies of the
Journal and has been conducted under internationally accepted ethical standards after relevant ethical
review.

3. CONFLICT OF INTEREST AND SOURCE FUNDING

Journal of Oral Rehabilitation requires that all authors (both the corresponding author and co-authors)
disclose any potential sources of conflict of interest. Any interest or relationship, financial or otherwise
that might be perceived as influencing an author’s objectivity is considered a potential source of
conflict of interest. These must be disclosed when directly relevant or indirectly related to the work that
the authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict of interest include but are not
limited to patent or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of an
advisory board or committee for a company, and consultancy for or receipt of speaker's fees from a
company. If authors are unsure whether a past or present affiliation or relationship should be disclosed
in the manuscript, please contact the editorial office at IJPDedoffice@wiley.com. The existence of a
conflict of interest does not preclude publication in this journal.

The above policies are in accordance with the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals produced by the International Committee of Medical Journal Editors
(http://www.icmje.org/). It is the responsibility of the corresponding author to have all authors of a
manuscript fill out a conflict of interest disclosure form, and to upload all forms together with the
manuscript on submission. The disclosure statement should be included under Acknowledgements.
Please find the form below:

Conflict of Interest Disclosure Form

4. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Articles for the International Journal of Paediatric Dentistry should be submitted electronically via an
online submission site. Full instructions and support are available on the site and a user ID and
password can be obtained on the first visit. Support is available by phone (+1 434 817 2040 ext. 167)
or here. If you cannot submit online, please contact Daricel Borja in the Editorial Office by e-malil
|JPDedoffice@wiley.com.

4.1. Getting Started

Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or higher, Safari 1.2.4, or
Firefox 1.04 or highery and go to the journal's online submission site:
http://mc.manuscriptcentral.com/ijpd *Log-in or, if you are a new user, click on 'register here'. *If you
are registering as a new user. - After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail
information and click 'Next'. Your e-mail information is very important. - Enter your institution and
address information as appropriate, and then click '‘Next." - Enter a user ID and password of your
choice (we recommend using your e-mail address as your user ID), and then select your area of
expertise. Click 'Finish'. *If you are already registered, but have forgotten your log in details, enter your
e-mail address under 'Password Help'. The system will send you an automatic user ID and a new
temporary password. *Log-in and select 'Author Center'.

4.2. Submitting Your Manuscript

After you have logged into your 'Author Center', submit your manuscript by clicking on the submission
link under 'Author Resources'. * Enter data and answer questions as appropriate. * You may copy and
paste directly from your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter. Please
note that a separate Title Page must be submitted as part of the submission process as ‘Title Page’
and should contain the following: * Word count (excluding tables) < Authors’ names, professional and
academic qualifications, positions and places of work. They must all have actively contributed to the
overall design and execution of the study/paper and should be listed in order of importance of their
contribution « Corresponding author address, and telephone and fax numbers and email address

*Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen. *You are
required to upload your files. - Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer. -
Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button. - When you have
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selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button. * Review your submission (in
HTML and PDF format) before completing your submission by sending it to the Journal. Click the
'Submit' button when you are finished reviewing.

4.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rtf) files (not write-protected)
plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for submission, but only
high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will be automatically converted to
HTML and a PDF document on upload and will be used for the review process. The text file must
contain the entire manuscript including title page, abstract, text, references, tables, and figure legends,
but no embedded figures. In the text, please reference figures as for instance 'Figure 1', 'Figure 2' to
match the tag name you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should be
formatted as described in the Author Guidelines below. Please note that any manuscripts uploaded as
Word 2007 (.docx) is now accepted by IPD. As such manuscripts can be submitted in both .doc and
.docx file types.

4.4. Review Process

The review process is entirely electronic-based and therefore facilitates faster reviewing of
manuscripts. Manuscripts will be reviewed by experts in the field (generally two reviewers), and the
Editor-in-Chief makes a final decision. The International Journal of Paediatric Dentistry aims to forward
reviewers” comments and to inform the corresponding author of the result of the review process.
Manuscripts will be considered for ‘fast-track publication' under special circumstances after
consultation with the Editor-in-Chief.

4.5. Suggest a Reviewer

International Journal of Paediatric Dentistry attempts to keep the review process as short as possible
to enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this process, please suggest the
names and current email addresses of a potential international reviewer whom you consider capable
of reviewing your manuscript and their area of expertise. In addition to your choice the journal editor
will choose one or two reviewers as well.

4.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process
You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to submit
later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you can click on
‘Continue Submission' to continue your submission when you choose to.

4.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive
the confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the system. If the
e-mail address is correct please contact your IT department. The error may be caused by some sort of
spam filtering on your e-mail server. Also, the e-mails should be received if the IT department adds our
e-mail server (uranus.scholarone.com) to their whitelist.

4.8. Manuscript Status
You can access ScholarOne Manuscripts any time to check your 'Author Center' for the status of your
manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been made.

4.9. Submission of Revised Manuscripts

Revised manuscripts must be uploaded within 2 months of authors being notified of conditional
acceptance pending satisfactory revision. Locate your manuscript under ‘Manuscripts with Decisions'
and click on 'Submit a Revision' to submit your revised manuscript. Please remember to delete any old
files uploaded when you upload your revised manuscript. All revisions must be accompanied by a
cover letter to the editor. The letter must a) detail on a point-by-point basis the author's response to
each of the referee's comments, and b) a revised manuscript highlighting exactly what has been
changed in the manuscript after revision.

4.10 Online Open

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article available
to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final
version of their article. With OnlineOpen, the author, the author's funding agency, or the author's
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institution pays a fee to ensure that the article is made available to non-subscribers upon publication
via Wiley Online Library, as well as deposited in the funding agency's preferred archive. For the full list
of terms and conditions, see http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms. Any
authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the payment form
available from our website at https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp Prior to
acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish your paper
OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any other
article.

They go through the journal's standard peer-review process and will be accepted or rejected
based on their own merit.

5. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Articles: Divided into: Summary, Introduction, Material and methods, Results, Discussion,
Bullet points, Acknowledgements, References, Figure legends, Tables and Figures arranged in this
order. The summary should be structured using the following subheadings: Background, Hypothesis
or Aim, Design, Results, and Conclusions and should be less than 200 words. A brief description, in
bullet form, should be included at the end of the paper and should describe Why this paper is
important to paediatric dentists.

Review Articles: may be invited by the Editor.

Short Communications: should contain important, new, definitive information of sufficient
significance to warrant publication. They should not be divided into different parts and summaries are
not required.

Clinical Technigues: This type of publication is best suited to describe significant improvements in
clinical practice such as introduction of new technology or practical approaches to recognised clinical
challenges.

Brief Clinical Reports/Case Reports: Short papers not exceeding 800 words, including a maximum
of three illustrations and five references may be accepted for publication if they serve to promote
communication between clinicians and researchers. If the paper describes a genetic disorder, the
OMIM unique six-digit number should be provided for online cross reference (Online Mendelian
Inheritance in Man).

A paper submitted as a Brief Clinical/Case Report should include the following: O a short
Introduction (avoid lengthy reviews of literature); O the Case report itself (a brief description of the
patient/s, presenting condition, any special investigations and outcomes); O a Discussion which
should highlight specific aspects of the case(s), explain/interpret the main findings and provide a
scientific appraisal of any previously reported work in the field. O Please provide up to 3 bullet points
for your manuscript under the heading: 1. Why this clinical report is important to paediatric dentists.
Bullet points should be added to the end of your manuscript, before the references. Letters to the
Editor: Should be sent directly to the editor for consideration in the journal.

6. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

6.1. Format

Language:

The language of publication is English. UK and US spelling are both acceptable but the spelling must
be consistent within the manuscript. The journal's preferred choice is UK spelling. Authors for whom
English is a second language must have their manuscript professionally edited by an English speaking
person before submission to make sure the English is of high quality. It is preferred that manuscript is
professionally edited. A list of independent suppliers of editing services can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and arranged
by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for
publication

6.2. Structure
The whole manuscript should be double-spaced, paginated, and submitted in correct English. The
beginning of each paragraph should be properly marked with an indent.
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Original Articles (Research Articles): should normally be divided into: Summary, Introduction,
Material and methods, Results, Discussion, Bullet points, Acknowledgements, References, Figure
legends, Tables and Figures arranged in this order.

Please include a statement of author contributions, e.g. Author contributions: A.S. and K.J. conceived
the ideas; K.J. and R.L.M. collected the data; R.L.M. and P.A.K. analysed the data; and A.S. and K.J.
led the writing.

Summary should be structured using the following subheadings: Background, Hypothesis or Aim,
Design, Results, and Conclusions.

Introduction should be brief and end with a statement of the aim of the study or hypotheses tested.
Describe and cite only the most relevant earlier studies. Avoid presentation of an extensive review of
the field.

Material and methods should be clearly described and provide enough detail so that the observations
can be critically evaluated and, if necessary repeated. Use section subheadings in a logical order to
title each category or method. Use this order also in the results section. Authors should have
considered the ethical aspects of their research and should ensure that the project was approved by
an appropriate ethical committee, which should be stated. Type of statistical analysis must be
described clearly and carefully.

(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 2008) 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.

(i) Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consortstatement.org. A CONSORT checklist should also be included in the submission material.
International Journal of Paediatric Dentistry 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.ifpma.org/clinicaltrials/, http://isrctn.org/. The clinical trial
registration number and name of the trial register will then be published with the paper.

(iDNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations: Papers reporting protein or DNA
sequences and crystallographic structure determinations will not be accepted without a Genbank or
Brookhaven accession number, respectively. Other supporting data sets must be made available on
the publication date from the authors directly.

Results should clearly and concisely report the findings, and division using subheadings is
encouraged.

Double documentation of data in text, tables or figures is not acceptable. Tables and figures should
not include data that can be given in the text in one or two sentences.

Discussion section presents the interpretation of the findings. This is the only proper section for
subjective comments and reference to previous literature. Avoid repetition of results, do not use
subheadings or reference to tables in the results section.

Bullet Points should include one heading: *Why this paper is important to paediatric dentists. Please
provide maximum 3 bullets per heading.

Review Articles: may be invited by the Editor. Review articles for the International Journal of
Paediatric Dentistry should include: a) description of search strategy of relevant literature (search
terms and databases), b) inclusion criteria (language, type of studies i.e. randomized controlled trial or
other, duration of studies and chosen endpoints, c) evaluation of papers and level of evidence. For
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examples see: Twetman S, Axelsson S, Dahlgren H et al. Caries-preventive effect of fluoride
toothpaste: a systematic review. Acta Odontologica Scandivaica 2003; 61: 347-355. Paulsson L,
Bondemark L, Séderfeldt B. A systematic review of the consequences of premature birth on palatal
morphology, dental occlusion, tooth-crown dimensions, and tooth maturity and eruption. Angle
Orthodontist 2004; 74: 269-279.

Clinical Techniques: This type of publication is best suited to describe significant improvements in
clinical practice such as introduction of new technology or practical approaches to recognised clinical
challenges. They should conform to highest scientific and clinical practice standards.

Short Communications: Brief scientific articles or short case reports may be submitted, which should
be no longer than three pages of double spaced text, and include a maximum of three ilustrations.
They should contain important, new, definitive information of sufficient significance to warrant
publication. They should not be divided into different parts and summaries are not required.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other than
the authors accredited. Please also include specifications of the source of funding for the study and
any potential conflict of interests if appropriate. Suppliers of materials should be named and their
location (town, state/county, country) included.

Supplementary data Supporting material that is too lengthy for inclusion in the full text of the
manuscript, but would nevertheless benefit the reader, can be made available by the publisher as
online-only content, linked to the online manuscript. The material should not be essential to
understanding the conclusions of the paper, but should contain data that is additional or
complementary and directly relevant to the article content. Such information might include the study
protocols, more detailed methods, extended data sets/data analysis, or additional figures (including).
All material to be considered as supplementary data must be uploaded as such with the manuscript for
peer review. It cannot be altered or replaced after the paper has been accepted for publication. Please
indicate clearly the material intended as Supplementary Data upon submission. Also ensure that the
Supplementary Data is referred to in the main manuscript. Please label these supplementary
figures/tables as S1, S2, S3, etc.

Full details on how to submit supporting information, can be found at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp

6.3. References

A maximum of 30 references should be numbered consecutively in the order in which they appear in
the text (Vancouver System). They should be identified in the text by superscripted Arabic humbers
and listed at the end of the paper in numerical order. Identify references in text, tables and legends.
Check and ensure that all listed references are cited in the text. Non-refereed material and, if possible,
non-English publications should be avoided. Congress abstracts, unaccepted papers, unpublished
observations, and personal communications may not be placed in the reference list. References to
unpublished findings and to personal communication (provided that explicit consent has been given by
the sources) may be inserted in parenthesis in the text. Journal and book references should be set out
as in the following examples:

1. Kronfol NM. Perspectives on the health care system of the United Arab Emirates. East Mediter
Health J. 1999; 5: 149-167.

2. Ministry of Health, Department of Planning. Annual Statistical Report. Abu Dhabi: Ministry of Health,
2001.

3. Al-Mughery AS, Attwood D, Blinkhorn A. Dental health of 5-year-old children in Abu Dhabi, United
Arab Emirates. Community Dent Oral Epidemiol 1991; 19: 308-309.

4. Al-Hosani E, Rugg-Gunn A. Combination of low parental educational attainment and high parental
income related to high caries experience in preschool children in Abu Dhabi. Community Dent Oral
Epidemiol 1998; 26: 31-36.

If more than 6 authors please, cite the three first and then et al. When citing a web site, list the authors
and title if known, then the URL and the date it was accessed (in parenthesis). Include among the
references papers accepted but not yet published; designate the journal and add (in press). Please
ensure that all journal titles are given in abbreviated form.
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We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and
formatting. = Reference  Manager reference styles can be searched for here:
www.refman.com/support/rmstyles.asp.

6.4. lllustrations and Tables

Tables: should be numbered consecutively with Arabic numerals and should have an explanatory title.
Each table should be typed on a separate page with regard to the proportion of the printed
column/page and contain only horizontal lines

Figures and illustrations: All figures should be submitted electronically with the manuscript via
ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central). Each figure should have a legend
and all legends should be typed together on a separate sheet and numbered accordingly with Arabic
numerals. Avoid 3-D bar charts.

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 Wiley-Blackwell's guidelines for figures:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

Check your electronic artwork before submitting it:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp.

7. AFTER ACCEPTANCE

7.1. Copyright

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the paper will
receive an email prompting them to login into Author Services; where via the Wiley Author Licensing
Service (WALS) they will be able to complete the license agreement on behalf of all authors on the
paper.

For authors signing the copyright transfer agrément

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the copyright
transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the
samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright-_301.html

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the following
Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA Creative Commons Attribution Non-Commercial License
OAA Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright
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and visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.
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7.2. 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 publisher.

7.3. NIH Public Access Mandate
For those interested in the Wiley-Blackwell policy on the NIH Public Access Mandate, please visit our
policy statement.





