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RESUMO

Buscou-se detectar a presenca de polimorfismos genéticos da IL-6 (-174) em pacientes com
diagndstico de diabetes tipo 1 e associar a sua condi¢do periodontal. Para tanto, vinte e nove
pacientes de ambos 0s sexos e idade maior que dezoito anos com diagndstico de diabetes tipo
1 participaram do estudo. Sangramento gengival (SG), sangramento a sondagem (SS),
profundidade de sondagem (PS) e nivel de inser¢do clinica (NIC) foram avaliados clinicamente.
Foram coletadas células da descamacéo da mucosa jugal para analise do polimorfismo da IL-6
(-174) através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). N&o houve diferenca estatisticamente
significante entre o percentual de NIC > 4mm e PS > 4mm, SS e SG, em relacdo ao genotipo.
Concluiu-se que o polimorfismo da IL-6 (-174) parece ndo influenciar a condigédo periodontal

de diabeticos tipo 1.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Interleucina-6. Doencas periodontais. Diabetes

mellitus tipo 1.



ABSTRACT

We attempted to assess the presence of genetic polymorphisms of IL-6 (-174) in patients with
type 1 diabetes and associate it with their periodontal condition. For both, twenty-nine patients
of both genders and over eighteen years of age, diagnosed with type 1 diabetes participated in
the study. Gingival bleeding (GB), bleeding on probing (BOP), probing depth (PD) and clinical
attachment level (CAL) were clinically assessed. Cell desquamation of oral mucosa for analysis
of polymorphism of IL-6 (-174) by polymerase chain reaction (PCR) were collected. There was
no statiscally significant difference between the percentage of CAL > 4 mm and PD > 4 mm,
BOP and GB, in relation to the genotype. Reached the conclusion that IL-6 polymorphism (-
174) does not seem to influence the periodontal condition of type 1 diabetic.

Keywords: Genetic polymorphism. Interleukin-6. Periodontal diseases. Diabetes mellitus type
1.
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é considerada um distarbio inflamatério iniciado pela
presenca de bactérias gram-negativas que resulta na destruicao tecidual do periodonto (Kinane
& Hart, 2003; Shapira, Wilensky, & Kinane, 2005). Embora grupos especificos de anaerobios
gram-negativos no biofilme dental sejam reconhecidos como seus principais agentes
etiologicos, estima-se que a maior parte do dano tecidual observado seja causada de maneira
indireta pela resposta do hospedeiro ante a infeccdo, e ndo pela agressdo direta do agente
infeccioso (Van dyke, Lester, & Shapira, 1993).

O diabetes mellitus tipo 1 (DML1) é considerado uma doenca autoimune 6rgao-especifica
que resulta da destruicdo seletiva das células beta pancreéticas, produtoras de insulina, pela
infiltracdo progressiva de células inflamatdrias, particularmente por linfocitos T auto reativos.
As manifestacdes clinicas do distdrbio metabolico surgem quando cerca de 80% das células
beta tenham sido destruidas (Liu & Eisenbarth, 2002).

A premissa para a inter-relacdo entre DP e diabetes mellitus (DM) é a presenca de
citocinas pro-inflamatorias, bactérias e toxinas na DP que s&o liberadas localmente no tecido
periodontal e adentram na circulacdo sistémica, influenciando tecidos e 6rgdos a distancia. Ao
mesmo tempo, as citocinas pré-inflamatorias sistemicamente envolvidas no DM infiltram-se
nos tecidos periodontais e agravam a condi¢do periodontal, resultando numa relacéo
bidirecional (Taylor, 2001; Xiao et al., 2009).

Embora a periodontite seja uma doenc¢a multifatorial e fatores ambientais e microbianos
possam iniciar e modificar a progressdo da doenca, resultados de varios estudos sugerem que a
gravidade e progressdo da DP possam estar associadas com polimorfismos do gene das
citocinas (Takashiba & Naruishi, 2006; Yoshie, Kobayashi, Tai, & Galicia, 2007). Estas
desempenham um papel fundamental na resposta imune e podem conduzir a uma imunidade
protetora ou a destruicdo de tecidos pela producdo de seus diferentes niveis (Gemmell &
Seymour, 2004).

Tragos geneticamente transmissiveis, como polimorfismos genéticos, podem acentuar a
resposta do hospedeiro frente a um desafio bacteriano e sdo responséaveis pela variacdo da
susceptibilidade individual a periodontite (Michalowicz et al., 2000; Yoshie, Kobayashi, Tali,
& Galicia, 2007). Individuos que apresentam aspectos clinicos semelhantes podem responder

de forma diferente para a mesma terapia periodontal, evidenciando a importancia dos fatores
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do hospedeiro na patogénese das DP. A resposta do hospedeiro envolve complexa interagdo
entre as células, matriz extracelular e citocinas circulantes (Irwin & Myrillas, 1998).

A presenca da DP pode resultar em um aumento sistémico dos niveis de citocinas
inflamatdrias tais como: TNF-a, TNF-B, interleucina-6 (IL-6), proteina C reativa e fibrinogénio.
Pacientes diabéticos apresentam altos niveis destes marcadores inflamatérios no sangue, 0s
quais estdo relacionados a resisténcia a insulina. Desta forma, a presenca da DP resulta em
elevacdo dos niveis sanguineos destes marcadores, 0 que induz resisténcia a insulina,
prejudicando o controle glicémico (Mealey & Oates, 2006; Page, 1998).

A IL-6 é um dos mediadores mais importantes da resposta inflamatéria na qual pode
desempenhar um papel pro-inflamatério ou anti-inflamatorio (Seruga, Zhang, Bernstein, &
Tannock, 2008; Woods, Brull, Humphries, & Montgomery, 2000), tendo funcdes diversas,
inclusive diferenciacdo e ativacdo de macrofagos e células T, e crescimento e diferenciagédo
terminal de células B. Esta citocina multifuncional apresenta papel importante na resposta
imune, na hematopoese e no metabolismo 6sseo (Gemmell, Marshall, & Seymour, 1997). E um
mediador principal na resposta do hospedeiro a dano e infeccdo: niveis altos de IL-6 foram
observados em pacientes com infecc@es, trauma, doencas inflamatérias crénicas e neoplasia
(Hirano, Akira, Taga, & Kishimoto, 1990). Além disso, € fortemente relacionada com
remodelacdo e reabsorcdo Ossea, além de degradacdo de coldgeno (Roodman et al., 1992;
Naruishi et al., 2001; Omori, Naruishi, Nishimura, Yamada-Naruishi, & Takashiba, 2004), e
tem se mostrado fundamental na resposta inflamatoria a agentes infecciosos (especialmente
bactérias gram-negativas) (Franch-Chillida, Nibali, Madden, Donos, & Brett, 2010).

Os polimorfismos que mais foram estudados nos ultimos anos foram os polimorfismos
de base unica (SNPs) —174(G/C), -572(G/C), —1363(G/T), —6106(A/T) e —1480(C/G), e suas
combinacg6es (haplotipos) (Kalburgi, Bathia, Bilichodmath, Patil, Mangalekar, & Bath, 2010).
Os resultados de alguns estudos apoiam a hipdtese de uma possivel associacdo entre
polimorfismos de IL-6, em especial na posi¢do -174 (G/C), e a DP, gerando uma resposta
inflamatoria mais pronunciada em indianos, caucasianos e brasileiros (Franch-Chillida, Nibali,
Madden, Donos, & Brett, 2010; Tervonen, Raunio, Knuuttila, & Karttunen, 2007; Kalburgi,
Bathia, Bilichodmath, Patil, Mangalekar, & Bath, 2010; Trevilatto, Scarel-Caminaga, de Brito,
de Souza, & Line, 2003). Outros estudos mostraram existir associacdo entre as variantes
genéticas de I1L-6 e a deteccdo subgengival de bactéerias periodontopatogénicas na periodontite
(Nibali et al., 2008) e em individuos periodontalmente saudaveis (Nibali et al., 2010), podendo

o polimorfismo atuar como fator de risco para periodontite (Galicia et al., 2006).
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo detectar a presenca do SNP
-174 no gene da IL-6 (-174) em pacientes com diagnostico de DM tipo 1 e associar a sua

condicdo periodontal.
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2. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo do tipo série de casos, entre 0s meses de marco e outubro de
2013, na clinica odontoldgica da P6s-Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), localizada na cidade do Recife, estado de Pernambuco, situada na regido
nordeste do Brasil. Um total de 29 pacientes de ambos os sexos, com diagnéstico de DM1,
provenientes dos servicos de endocrinologia do Hospital Agamenon Magalhées, Hospital Baréo
de Lucena e Hospital das Clinicas participaram da pesquisa. Os pacientes que apresentavam
complicacdes sistémicas em decorréncia do DM, haviam feito uso de antibidtico ou sido
submetidos a tratamento periodontal nos Gltimos seis meses, bem como gravidas ou lactantes,
e fumantes foram excluidos do estudo. Para serem incluidos, os pacientes deveriam ter no
minimo dezoito anos, ndo apresentar dentes deciduos e ter o diagnostico de DM1. Todos 0s
envolvidos na pesquisa consentiram previamente a sua inclusdo no estudo por meio de
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), ap6s aprovacdo do mesmo
no CEP-UFPE sob CCAE 11078412.4.0000.5208.

Exame Clinico Periodontal

O exame clinico foi realizado por um Unico examinador, em ambiente de consultério
com luz artificial e usando como instrumentos: espelho bucal e sonda periodontal
milimetrada tipo Williams (Trinity®, Brasil). Seis sitios de cada dente foram examinados
(mesial, médio e disto-vestibular, e mesial, médio e disto-lingual ou palatino), com excecao
dos terceiros molares. Foram avaliados os seguintes parametros clinicos: sangramento
gengival (a presenca / auséncia de sangramento foi registrada apds 30 segundos da insercéo
da sonda periodontal 1-2 mm intrasulcular e ter percorrido da face distal para mesial, com
respectivas pontuacdes de 1 e 0), profundidade de sondagem (a distancia entre a margem da
gengiva e a porc¢do mais apical da bolsa ou sulco, medida em milimetros), sangramento a
sondagem (a presenca / auséncia de sangramento foi registrada apos 30 segundos
transcorridos da profundidade de sondagem, com respectivas pontuagdes de 1 e 0), e nivel
de insercdo clinica (medida que corresponde a distancia da juncdo amelocementaria até a
por¢do mais apical do sulco ou bolsa periodontal, obtida atraves do somatério das medidas
de profundidade de sondagem e recesséo gengival).
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Obtencdo das amostras e Extracdo do DNA

Procedeu-se a coleta de células da descamacdo da mucosa jugal com o auxilio de um
citobrush, estas células foram transportadas para um tubo para microcentrifuga contendo 1ml
de solucdo salina e armazenadas a -20°C para posterior extracdo e analise do DNA.

O DNA foi extraido de amostras dos participantes, utilizando-se o Kit QlAamp DNA
(Qiagen®), de acordo com as especificacdes do fabricante. Apos a extracdo, o DNA foi mantido

a -20°C até processamento por PCR.

Processamento através da técnica de PCR

As reacdes da PCR foram preparadas utilizando o conjunto de reagentes TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) com o seguinte protocolo
de reacdo: 6 pL de agua, 1 pL de primer foward, 1 pL de primer reverse, 10 pL de Master Mix
e 2 uL de DNA da amostra, sendo 20 uL o volume final. Em todas as reagdes de amplificag&o,
foi utilizada uma reacdo da amplificagdo sem amostra de DNA como controle negativo para
verificacdo da possibilidade de contaminacao.

Para a amplificacdo da regido -174 do gene IL-6 foram utilizados os seguintes
iniciadores previamente descritos por Depboylu et al. (2004): sequéncia forward 5°- TTG TCA
AGA CAT GCC AAA GTG -3  ereverse 5'- TCA GAC ATC TCC AGT CCT ATA -3.

As condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes: 12 fase - “hot start” (94° C por 3
minutos); 22 fase — dividida em trés etapas e realizada por 40 ciclos — 1) desnaturacdo do DNA
alvo por aguecimento (94°C por 30 segundos), 2) anelamento do primer (58°C por 30
segundos), 3) extensdo (72° C por 35 segundos); e 32 fase - extensdo final (72° C por 3 minutos).

Para a analise do polimorfismo pela técnica da restricdo do fragmento (RFLP), 8 ul do
produto de amplificacdo foi submetido a digestdo enzimética (Overnigth 37° C) com 2U da
enzima de restricdo Hsp92Il (PROMEGA, Madison, W1, USA) em um volume total de 10 pl.

Apbs essa etapa, 10 pl dos produtos da PCR foram adicionados a 4 ul do corante
fluorescente gel red (Biotium, Brasil) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5%.
Posteriormente, as corridas de eletroforese foram visualizadas em luz ultravioleta e

fotografadas para posterior andlise. A massa molecular padrdo 100 pb ladder (LGC
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Biotecnologia, Brasil) foi incluida na corrida da eletroforese. O perfil obtido para o alelo G foi
244pb + 56 pb, e para o alelo C foi 133 pb + 111 pb e 56 pb.

Analises estatisticas

O niimero de sitios com PS>4mm e NIC>4mm foi calculado como porcentagem de sitios

afetados em relacdo ao nimero total de sitios medidos.

Caracteristicas dos sujeitos foram expressas em média (+ Desvio-padrdo). Ambas as
associagOes brutas e ajustadas entre o percentual de extensdo do NIC> 4mm, PS > 4mm, SG
(%) e SS (%) e seus determinantes foram calculadas usando analise de regressdo linear. Foram
calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes. O nivel de significancia adotado

foi de 5%, ou seja, p-valor<0,05. O software utilizado foi o SPSS 17.0.
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3. RESULTADOS

Quarenta e dois pacientes com diagnostico de DM tipo 1 compareceram a clinica de
odontologia da UFPE, destes, treze foram excluidos por ndo atenderem aos critérios da
pesquisa. Os vinte e nove pacientes incluidos no estudo apresentavam média de idade de 28,0
+ 10,4 anos, com idade minima de 18 e maxima de 59 anos. O sexo feminino foi maioria com
72,4%, e a duracdo média do DM foi de 11,2+9,5 anos. Quanto ao estado de saude periodontal,
2,1 £ 3,5% dos sitios apresentaram Profundidade de Sondagem (PS) > 4mm, e 4,5 £ 5,1% com
Nivel de Insercdo Clinica (NIC) > 4mm. Em relagdo a satde gengival, 35,6 = 18,7% dos sitios
apresentaram Sangramento Gengival e 48,2 + 22,5% dos sitios apresentaram Sangramento a
Sondagem (Tabela 01).

A tabela dois apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos da IL-6
na posicao -174 em pacientes com diagnosticos de diabetes mellitus tipo 1.

As associac¢des nédo ajustados entre o ponto de NIC > 4mm e PS > 4mm sdo mostrados
na Tabela 03. N&o houve diferenca estatisticamente significante entre o percentual de NIC >
4mm e PS > 4mm em relagao as variaveis: genétipo, idade, duracdo do DM.

As associacdes ndo ajustados entre o percentual de SG e SS sdo mostrados na Tabela
04. Embora 100% dos pacientes tenha apresentado pelo menos um sitio com SG e SS, néo
houve diferenca estatisticamente significante entre o percentual de SG e SS e as variaveis:
genotipo, duracdo do DM e idade.
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4. DISCUSSAO

A progressdo das doencas periodontais € modificada por diversos fatores incluindo
fatores locais, sisttmicos e ambientais. Variacdes interindividuais na experiéncia da DP
também tém sido explicadas através de variacGes genéticas na resposta imuno-inflamatéria
(Albandar, 2002).

A prevaléncia e a severidade da periodontite tem sido relacionada com o aumento da
idade — adultos mais velhos sdo mais propensos a desenvolver periodontite moderada ou grave
em comparacao aos adultos jovens (Eke, Dye, Wei, Thorton-Evans, & Genco, 2012). De acordo
com Rajendran, Priyadharshini, & Arora (2013) o envelhecimento esta associado com
alteracOes histologicas e clinicas em tecidos orais. O afinamento do epitélio e a diminuigdo da
queratinizacdo ocorrem com o envelhecimento gengival e os componentes celulares do tecido
conjuntivo gengival diminuem com a idade. Estas alteracdes estruturais e funcionais nos tecidos
gengivais juntamente com um declinio da resposta imune podem resultar num aumento da
susceptibilidade dos idosos a infecgdes microbianas. Costa, Guimaraes, de Souza, Nobrega, &
Bezerra (2010) sugerem que o polimorfismo genético de IL-6 (-174) pode estar associado com
periodontite crénica numa populacdo altamente homogénea de mulheres ancids brasileiras.

Neste estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o percentual de
NIC > 4mm e PS > 4mm em relacdo a idade e ao gendtipo dos pacientes. Esse achado pode
estar relacionado ao fato de ter-se trabalhado com uma populacéo de adultos jovens com média
de idade de 28,0 + 10,4 anos e, portanto, € provavel gque a maioria ainda ndo tenha desenvolvido
tais alteracdes relacionadas ao envelhecimento. Esses dados também sugerem que o diabetes
tipo 1 ndo promove inicio precoce da doenca periodontal, mesmo em individuos com o
polimorfismo genético da IL-6 (-174).

Para pacientes diabéticos tipo 1, Karjalainen, Knuuttila, & von Dickhoff (1994)
relataram que a presenca de complicacdes cronicas estdo associadas com o0 aumento da
gravidade da doenga periodontal. A prevaléncia de PS > 4mm em superficies com calculo
subgengival aumentou com as complicacdes (p = 0,01). Isso pode ter sido resultado de
alteracOes bioldgicas relacionadas com as complicagdes, reduzindo a resisténcia dos pacientes
aos fatores etiologicos locais. Esta pode ser mais uma possivel explicacdo para o reduzido
percentual de sitios com PS > 4mm encontrados neste estudo, uma vez que, com o objetivo de
obter-se uma amostra mais homogénea, diminuindo o nimero de vieses na pesquisa, um dos
critérios de exclusdo adotado foi que o paciente apresentasse complicagdes sistémicas em

decorréncia do diabetes.
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Em contraste com a periodontite, a gengivite afeta criancas, adultos e idosos em
proporcdes quase iguais (LI et al., 2010). No presente estudo, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre o percentual de sangramento gengival e sangramento a
sondagem e a idade pacientes diabéticos tipo 1. Em relacdo ao gendtipo, esta associagdo
também ndo foi significativa, sugerindo que diferentes niveis de IL-6 ndo afetaria a saude
gengival dos pacientes. Este fato esta em concordancia com o estudo de Wahaidi, Kowolik,
Eckert, & Galli, (2011) onde ndo houve associacdo entre gengivite experimental e 0s niveis
sistémicos de IL-6 em uma populacdo de adultos saudaveis entre 18 e 30 anos.

O terceiro inquérito nacional de nutricdo e saude (NHANES Ill) estima que
aproximadamente 54% da populacdo dos Estados Unidos a partir dos trezes anos de idade tenha
pelo menos um sitio com sangramento gengival (Tomar & Asma, 2000). Apesar de nao haver
correlacdo estatistica entre o percentual de SG e SS e as variaveis analisadas, neste estudo 100%
dos pacientes apresentaram pelo menos um sitio com SG e SS, sugerindo uma possivel
predisposicédo a inflamag&o gengival em pacientes diabéticos tipo 1. Este achado esta de acordo
com uma pesquisa com adultos, entre 18 e 50 anos de idade, realizada por Silvestre, Miralles,
Llambes, Bautista, Sola-lzquierdo, & Hernandez-Mijares (2009), onde comparou-se 90
individuos com diabetes tipo 1 e 90 individuos saudaveis que apresentavam condi¢bes de
higiene bucal semelhante (ja que ndo houve diferenca estatisticamente significante quanto ao
indice de placa), e observou-se maior indice de sangramento gengival (p<0,01) no grupo de
pacientes com diabetes. A analise de regressdo mostrou associacdo entre o indice de
sangramento gengival e a probabilidade do sujeito ser diabético.

Muitos estudos tem relatado a correlagdo entre fatores relacionados ao diabetes,
incluindo a duracdo do diabetes e a salde periodontal. No entanto, os resultados tém sido
conflitantes. Em um estudo transversal, realizado no Chile, com 100 diabéticos tipo 1, entre 18 e
30 anos de idade, encontrou-se prevaléncias de gengivite e periodontite de 22% e 41%,
respectivamente. Os autores observaram que o grupo com doenca periodontal apresentava maior
numero de individuos com diabetes de duracdo superior a 10 anos (55% versus 28%) em
comparagdo com o grupo sem doenca periodontal. Tais achados sugeriram que a duragédo
prolongada do diabetes fosse um possivel fator de risco para a doenga periodontal (p=0,0001)
(Pavez, Araya, Rubio, Rios, Meza, & Martinez, 2002). Por outro lado, Solskone (1998) e
Sandberg, Sundberg, Fjellstrom, & Wikblad (2000) ndo encontraram correlacao entre o tempo
de diabetes e a prevaléncia e gravidade da doenga periodontal. Estes dados estdo de acordo com

o0s resultados encontrados neste estudo, uma vez que, embora 0s pacientes apresentassem uma
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duracdo média de 11,2 + 9,5 anos de diabetes, ndo foi encontrada associagéo estatisticamente
significante entre a duracdo do diabetes e os parametros clinicos avaliados.

Nota-se uma tendéncia mundial em identificar marcadores genéticos de suscetibilidade
a DP e ao DM, principalmente focando-se em genes relacionados ao sistema
imunoinflamatdrio, particularmente das citocinas. Num estudo com uma populacéo brasileira,
Moreira et al. (2007) demonstraram a existéncia de correlagdo direta entre o polimorfismo
genético de IL-6 (-174) e a severidade da periodontite. Até 0 momento, poucos estudos tem
sido feitos para investigar se existe associacdo entre o polimorfismo genético de genes das
citocinas e a DP em diabéticos tipo 1. Raunio, Knuuttila, Hiltunen, Karttunen, Vainio, &
Tervonen (2009) em um estudo envolvendo pacientes com DM1, realizaram exames clinicos
periodontais em oitenta pacientes que também tiveram o nivel de hemoglobina glicada
mensurado (HbALc). Véarios polimorfismos foram estudados, mas, somente o genétipo GG do
polimorfismo -174 no gene IL-6 mostrou ser um forte fator de suscetibilidade para DP entre os
pacientes com DM1. Neste estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre a
gravidade da DP e o gendtipo.

O numero de pessoas empregadas neste estudo foi menor que em outros estudos sobre
o polimorfismo da IL-6. Esta pode ser uma provavel explicacdo para 0s nossos resultados
diferirem da literatura. Além disso, os resultados conflitantes entre diferentes estudos podem
ser explicados pelo efeito sinérgico entre os diferentes SNPs (Kalburgi, Bathia, Bilichodmath,
Patil, Mangalekar, & Bath, 2010).
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5. CONCLUSAO

De acordo com presente estudo, o polimorfismo da IL-6 (-174) parece n&o influenciar a
severidade da DP em diabéticos tipo 1. Contudo, outros estudos relacionados com a expressao

da IL-6 poderiam contribuir para uma melhor compreensao da patogénese da periodontite.
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Tabela 01 — Caracteristicas da amostra dos pacientes com diabetes mellitus do Tipo 1

Variaveis N(% pacientes) Média + Dp
Idade 28,0+104
Anos de Diabetes 11,2+95

Parametros Periodontais (Média % de sitios + Dp)

PS>4mm 16 (55,2%) 2,1+35
NIC > 4mm 25 (86,2%) 45451
Sangramento Gengival (SG) 29 (100%) 35,6 + 18,7
Sangramento a Sondagem (SS) 29 (100%) 48,2 £22,5

Tabela 02 — Frequéncias Genotipicas e alélicas dos polimorfismos da IL-6 na posi¢do -174 em

pacientes com diagndsticos de diabetes mellitus tipo 1

Diabéticos (n=27)

Gendtipos

GG 12 (44,4%)
GC+CC 15 (55,6%)
Alélicas

G 39 (72.2%)
C 15 (27.8%)

Tabela 03 — Associacdes ndo ajustadas entre percentuais de sitios com NIC > 4mm e PS > 4mm e

as variaveis explicativas

NIC > 4mm (%) PS > 4mm(%)
B 1C(95%) p B 1C(95%0) p
Genétipo* -1,10 -5,80-3,60 0,631 -1,53 -3,77-0,71 0,170
Idade 0,04 -0,25-0,32 0,783 0,02 -0,12-0,15 0,804
Anos com Diabetes -0,13 -0,46-0,20 0,416 -0,05 -0,20 - 0,11 0,552

Variaveis continuas: Idade, Anos com Diabetes / *Gendtipo: GG versus GC/CC

Tabela 04 — Associagdes nao ajustadas entre percentuais de sitios com sangramento gengival (SG)

e Sangramento a Sondagem (SS) e as variaveis explicativas

SG (%) SS(%)
B 1C(95%) p B 1C(95%) p
Gen6tipo 870 -7,22-2461 0,268 1255  -4,97-30,06 0,151
Anos com Diabetes 056 -165-053 0,295 0,68  -1,88-052 0,249
Idade 012 -083-1,07 0,795 025  -0,79-130 0,618

Variaveis continuas: Idade, Anos com Diabetes / *Gendtipo: GG versus GC/CC



Apéndice B - Prontuério clinico

PRONTUARIO N°:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

PRONTUARIO CLINICO

ARQUIVO DO GRUPO DE PESQUISAS EM PERIODONTIA

ANAMNESE
IDENTIFICACAO
Dados pessoais:
Nome:
Data de nascimento: Sexo: () Feminino ( ) Masculino
Est.Civil: Naturalidade: Nacionalidade:
Escolaridade: Renda (em salérios):
Endereco: ne:
Bairro: CEP: Cidade:
Telefone(s) para contato:
Referéncia pessoal: Fone:

HISTORIA MEDICA

Antecedentes familiares:

30

Condicao Sistémica (Alteragdes em decorréncia do diabetes? Outras? Ha quanto tempo é diabético?):

Medicamentos utilizados:

Fez uso de antibi6tico nos ultimos seis meses?



Esta gravida ou lactante?

Vicios

( )Nunca fumou

( )Ex-fumante (anos que parou)

( )Fumante (quantos cigarros por dia)
( )Outros

HISTORIA ODONTO-ESTOMATOLOGICA

Com qual frequéncia vocé visita o seu dentista?

Quando foi sua ultima consulta?

Foi submetido a tratamento periodontal nos Gltimos seis meses?

Faz uso de algum tipo prétese e/ou aparelho ortoddntico?
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INDICE DE SANGRAMENTO GENGIVAL

EXAME FISICO

Sangramento: Faces %
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
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RECESSAO GENGIVAL, PROFUNDIDADE DE SONDAGEM E NIVEL DE INSERCAO

CLINICA

Dente

Recessdo Gengival (mm)

Profundidade de Sondagem (mm)

Vestibular

Palatina

Vestibular

Palatina

D] C ][ M

D | C |

M

D] C]|M

D] C][M

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

38

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

48




SANGRAMENTO A SONDAGEM

Sangramento: Faces %
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

ANALISE MICROBIOLOGICA

Elementos:
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ANOTACOES
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Apéndice C - Termo de consentimento livre e esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o (a) Sr. (a) para participar da nossa pesquisa intitulada “Associagdo entre o
polimorfismo da IL-6 e a condicdo periodontal em diabéticos tipo 1”, que é coordenada pela
pesquisadora Dr? Renata Cimdes Jovino Silveira. Sua participagdo € voluntéria, o que significa
que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe
traga nenhum prejuizo ou penalidade. Seguem abaixo informacdes adicionais sobre a pesquisa.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr? Renata Cimdes Jovino Silveira (Pesquisadora de
Pds-Doutorado em Odontologia da UFPE). Endereco: Campus Univesitario da UFPE, Centro
de Ciéncias da Saude, Departamento de Prétese e Cirurgia Bucomaxilofacial (Secretaria de
Pds-Graduacdo em Odontologia da UFPE) — Av. Prof°® Moraes Rego, 1235, Cidade
Universitaria— CEP 50670-901, Recife/PE. Telefone: (81) 2126-8817.

OBJETIVOS: O estudo tem como objetivo avaliar a presenca de pequenas variagdes genéticas
gue sao encontradas em proteinas da imunidade inata (defesa natural do paciente) e a presenca
de microrganismos (bactérias) relacionados a doenca periodontal.

BENEFICIOS: Vocé recebera orientacdes de higiene oral e como tratar a doenca periodontal
presente e prevenir sua progressao. Também recebera uma profilaxia (escovacdo) dental e caso
necessite de tratamento odontolégico sera orientado (a) a procurar o servico de Odontologia da
UFPE.

RISCOS: Vocé podera correr o risco de, durante o exame clinico, se sentir constrangido (a)
devido as perguntas em relacdo a sua historia médica, além do constrangimento durante o
exame intrabucal, caso apresente auséncias dentarias. Essas situacdes serdo minimizadas pela
experiéncia do examinador, o qual fard o seu exame em local apropriado (Clinica de Pds-
Graduacdo em Odontologia da UFPE) e estara sob a orientacdo do professor responsavel.
Também serdo colhidas amostras da mucosa oral (bochecha) por meio de um citobrush (escova
especifica para esse fim), sendo um procedimento ndo-invasivo tipo “esfregaco” e que
apresenta minimo risco para vocé. Todos os procedimentos serdo realizados respeitando 0s
critérios de biosseguranca necessarios.

Vocé ficard com uma cépia deste Termo e toda a divida que voceé tiver a respeito desta pesquisa,
podera perguntar diretamente para a pesquisadora Dra. Renata Cimdes Jovino Silveira, no
Campus Univesitario da UFPE, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Prétese e
Cirurgia Bucomaxilofacial, Cidade Universitaria, CEP 50670-901 — Recife/PE, ou pelo telefone
(81) 2126-8817. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderao ser questionadas ao Comité
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de Etica em Pesquisa da UFPE, localizado no Campus Universitario da UFPE, Avenida da
Engenharia s/n — 1° andar, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, pelo telefone
(81) 2126-8588 ou pelo e-mail: cepccs@ufpe.br.

Eu, RG.N°.

Abaixo assinado, tendo recebido as informacdes acima, e ciente dos meus direitos abaixo
relacionados, concordo participar desta pesquisa, bem como autorizo toda a documentacéo
necessaria, a divulgacdo e a publicacdo da mesma, em periodicos cientificos, na area de
Odontologia.

DIREITOS:

1. A garantia de receber respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer davida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outras questdes relacionadas com a pesquisa;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no
estudo sem que isso me traga prejuizo;

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que sera mantido carater confidencial da
informagao relacionada com minha privacidade;

4. Disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente teria direito por parte
da instrucdo a salde, em casos de danos (constrangimentos referentes ao exame clinico, de
acordo com o citado acima no topico de Riscos) que sejam justificados e causados diretamente
pela pesquisa;

5. Compromisso de obter informacdo atualizada durante o estudo, ainda que esta possa afetar
a minha vontade de continuar participando;

6. Em caso de gastos adicionais, 0s mesmos serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa;

7. A garantia de que os materiais coletados, como células da mucosa oral, serdo devidamente
armazenados em freezers a temperatura de -20°C aproximadamente, por um periodo de trés
anos, sob a responsabilidade da pesquisadora Dr? Renata Cimdes Jovino Silveira.

Tendo ciéncia do exposto acima, desejo participar da pesquisa.

Recife, de de

Assinatura do paciente

Assinatura do

Pesquisador Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha

Contatos:
- Mestranda Marilia Lins e Silva: (81) 9783-1115; marilialinsesilva@gmail.com;

- Profa. Dra. Renata Cimdes Jovino Silveira: (81) 2126-8817 (Secretaria de PQs-
graduacdo em Odontologia da UFPE);

- Comité de Etica em Pesquisa (Avenida da Engenharia s/n — 1o Andar, Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: 2126 8588)
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Anexo A - Parecer do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W"“’
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacio entre o polimorfismo da IL-6 e a condicdo periodontal em diabéticos tipo 1

Pesquisador: Renata Cimdes Jovino Silveira

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 11078412.4.0000.5208

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 194.658
Data da Relatoria: 06/02/2013

Apresentacao do Projeto:
Projeto de pesquisa apresentado ao Programa de Pos-Graduagdo em Odontologia UFPE, como requisito
parcial para obtencéo do grau de mestre em Odontologia, com area de concentragdo em Clinica Integrada.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a presenca de polimorfismos genéticos da IL-6 (-174) em pacientes com diabetes tipo 1.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Adequados

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A amostra sera constituida por 150 individuos com diagnéstico de diabetes mellitus tipo 1, o estudo sera do
tipo série de casos. Q projeto sera desenvolvido nas instalagdes da Pds-Graduagdo em Odontologia da
UFPE, e os pacientes serdo selecionados entre agueles que estdo em atendimento no servico de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas da UFPE e Hospital Agamenon Magalhées.

Critérios de incluséo: Nao apresentar dentes deciduos; Aceitar participar da pesquisa; Ter idade de no
minimo 18 anos & no maximo 35 anos; Diagnoéstico de diabetes mellitus tipo 1.

Critérios de exclus&o: Apresentar complicacdo sistémica do diabetes (Ex.: Retinopatia, nefropatia,
cardiopatia); Estar gravida ou lactante; Ter feito uso de antibidtico nos ultimos 6 meses; Ter se

Enderego: Av_da Engenharia s/n° - 1% andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe br
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submetido a tratamento periodontal nos Ultimos 6 meses.

Metodologia

Avaliacao clinica

Analise do polimorfismo para IL-6 (-174) a partir da coleta de celulas de descamac&o da mucosa jugal
Extrac@o do DNA e Processamento por PCR

Analise Microbioldgica

Analise estatistica

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Adequados

Recomendacgoes:
Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nenhuma

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a coleta
de dados.

Projeto foi avaliado € sua APROVACAQ definitiva sera dada, apds a entrega do relatorio final, através da
PLATAFORMA BRASIL ou por meio de oficio impresso emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.

Enderego: Av. da Engenhana s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (31)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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RECIFE, 06 de Fevereiro de 2013

ot

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)

Enderego: Av. da Engenharia s/n°® - 12 andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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Anexo B - Normas da revista

Journal of Diabetes and its complications

The primary purpose of Journal of Diabetes and its Complications is to act as a source of
information, usable by those caring for patients with diabetes mellitus who are thereby at risk
for development of those complications which all too often appear with time. While our primary
aim is to assist the practitioner in his/her care of such patients, and to afford access to
information that may allow the prevention of such complications, it is the Editors' wish to
function as a forum for that information which, while still experimental, may shed light upon
current thinking of those active in the fields appropriate to the aims of Journal of Diabetes and
its Complications.

In addition to general articles on clinical aspects of diabetes mellitus, Journal of Diabetes and
its Complicationsalso presents articles on basic research in all areas of diabetes and its related
syndromes. Topics covered relevant to the diabetic patient will include diagnosis, pathogenesis,
and clinical management of the following: diabetic retinopathy, neuropathy and nephropathy;
peripheral vascular disease and coronary heart disease; gastrointestinal disorders, renal failure
and impotence; and hypertension and hyperlipidemia. Journal of Diabetes and its
Complications will also publish papers on the general pathogenesis and prevention of diabetes.

Criteria for initial considerations for papers submitted will be originality, statistical probability
of all data, and applicability to the aims of the Journal as a whole. Additional weight will be
afforded to those submissions that are concise and comprehensible. All potentially acceptable
manuscripts will be subjected to the process of peer review. To aid with the peer-review
process, at least five suggested reviewers whose expertise falls within the scope of the submitted
manuscript must be provided. For each suggested reviewer include full names, addresses
(physical and email), phone and fax numbers.

Editor-in-ChiefVivian Fonseca MD

Professor of Medicine and Pharmacology
Tullis Tulane Alumni Chair in Diabetes

Chief, Section of Endocrinology
Tulane University Health Sciences Center

1430 Tulane Avenue - SL 53

New Orleans, LA 70112
USA

Manuscript Submission

Manuscripts should be submitted online at http://ees.elsevier.com/jdc and the instructions on
the site should be followed closely. Authors may submit manuscripts and track their progress
to final decision. Reviewers can download manuscripts and submit their reports to the Editors.

The Editorial Office can be emailed at: JDiabComplic@elsevier.com

Journal Principles
All manuscripts submitted to Journal of Diabetes and its Complications should report original
research not previously published or being considered for publication elsewhere, make explicit
any conflict of interest, identify sources of funding and generally be of a high ethical standard.


http://ees.elsevier.com/jdc

40

Submission of a manuscript to this journal gives the publisher the right to publish that paper if
it is accepted. Manuscripts may be edited to improve clarity and expression. Submission of a
paper to Journal of Diabetes and its Complications is understood to imply that it has not
previously been published and that it is not being considered for publication elsewhere.

Authorship
The Corresponding Author must submit a completed Author Consent Form with their
manuscript. All authors must sign the Author Consent Form.

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data,
(2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted.

Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed
in an acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help, writing assistance, or a department chair who
provided only general support. Authors should disclose whether they had any writing assistance
and identify the entity that paid for this assistance.

Ethics

Work on human beings that is submitted to the journal should comply with the principles laid
down in the Declaration of Helsinki "Recommendations guiding physicians in biomedical
research involving human subjects”, adopted by the 18th World Medical Assembly, Helsinki,
Finland, June 1964 (and its successive amendments). The manuscript should contain a
statement that the work has been approved by the appropriate ethical committees related to the
institution(s) in which it was performed. Studies involving experiments with animals must state
that their care was in accordance with institution guidelines.

Patients and Study Participants
Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent which
should be documented in your paper.

Patients have a right to privacy. Therefore identifying information, including patient's
photographs, pedigree, images, names, initials, or hospital numbers, should not be included in
the submissions unless the information is essential for scientific purposes and written informed
consent has been obtained for publication in print and electronic form from the patient (or
parent, guardian or next of kin). If such consent is made subject to any conditions, Elsevier
must be made aware of all such conditions. Written consents must be provided to the journal
on request.

Even where consent has been given, identifying details should be omitted if they are not
essential. Complete anonymity is difficult to achieve. For example, masking the eye region in
photographs of patients is inadequate protection of anonymity. If identifying characteristics are
altered to protect anonymity, such as in genetic pedigrees, authors should provide assurance
that alterations do not distort scientific meaning and editors should so note.

Clinical Trials
All randomised controlled trials submitted to Journal of Diabetes and its Complications whose
primary purpose is to affect clinical practice (phase 3 trials) must be registered in accordance
with the principles outlined by the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE; http://www.icmje.org/). ICIME-approved registries currently include the following:
‘ClinicalTrials.gov'; 'www.ISRCTN.org";'’ www.actr.org.au’; ' www.umin.ac.jp’; and
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‘www.trialregister.nl'. Please include the unique trial number and registry name on manuscript
submission.

Conflict of Interest Statement
All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organisations that could inappropriately influence (bias) their work, all within three years of
beginning the work submitted. If there are no conflicts of interest, authors should state that there
are none. This statement will be included in the published article.

Article Types
N.B. For reasons of available space, manuscripts that exceed the required word limits (below)
will be declined automatically. All articles other than Editorials and Letters to the Editor are
subject to full peer review.
1. Editorials are either written or commissioned by the Editors and should not exceed 1000
words (not including a maximum of 20 references; one small figure can be included).
2. Commentaries (1000 words not including a maximum of 20 references and one small figure)
offer a stimulating, journalistic and accessible insight into issues of common interest. They are
usually commissioned by the Editors but unsolicited articles will be considered. Debates
comprise two commentaries of opposing or contrasting opinion written by two different groups
of authors. Controversial opinions are welcomed as long as they are set in the context of the
generally accepted view.
3. Original Research Articles should be a maximum of 5000 words. The word limit includes
a combined total of five figures or tables with legends, but does not include up to 50 references
and an abstract of up to 200 words structured according to Aims, Methods, Results, Conclusions
and Keywords. Divide the manuscript into the following sections: Title Page; Structured
Abstract; Introduction; Subjects, Materials and Methods; Results; Discussion;
Acknowledgements; References; figures and tables with legends.
4. Brief Reports should not exceed 1000 words, including a summary of no more than 50 words
(but not including up to 20 references) and may be a preliminary report of work completed, a
final report or an  observation not requiring a lengthy  write-up.
5. Review articles should be a maximum of 5000 words, including a summary of no more than
200 words (not including up to 75 references) with subheadings in the text to highlight the
content of different sections. The world limit includes a combined total of five figures or tables
with legends. Reviews are generally commissioned by the Editors but unsolicited articles will
be considered.
6. Letters to the Editor should be no more than 400 words.

Brief Reports and Letters to the Editor will only be published electronically but will be listed
in the print Table of Contents. These articles can be cited by Digital Object Identifier (DOI)
rather than page number.

NEW SUBMISSIONS:

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single
PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Simplified Submission service, you may choose to submit your manuscript as a
single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in
any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain
high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or
some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger
than 10 MB must be uploaded separately.



42

References:

There are no strict requirements on reference formatting. References can be in any style or
format as long as the style is consistent. Author(s) name(s), journal title / book title, article title,
year of publication, volume and issue / book chapter and the pagination must be present. The
reference style required by the journal will be applied to the published version by Elsevier.

Formatting requirements:
There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction,
Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included
in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections. It is not necessary to format your manuscript in
double column layout, even if the journal has a double column layout.

The Abstract, of no more than 200 words, should be written with particular care. In the first
sentence state what has been done. Special technical features of the methods should then be
noted. The results should be summarized, and the most important data and supporting statistical
correlations should be included. In the final sentence, the authors should emphasize the
importance they attach to their observations. Key Words should be provided in the manuscript;
normally 3-5 should be included.

The Introduction should be brief and set out the purposes for which the study has been
performed.

The Materials and Methods should be sufficiently detailed so that readers and reviewers can
understand precisely what has been done without studying the references directly. The
description may be abbreviated when well-accepted techniques are used.

The Results should be presented precisely and concisely. Keep discussion of their importance
to a minimum in this section of the manuscript.

The Discussion should relate directly to the study being reported with clear conclusions plus a
perspective on possible future research. Do not include a general review of the topic.

REVISED SUBMISSIONS:

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with
an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide
to Publishing with Elsevier:http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on
Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-
check' functions of your word processor.

Manuscript Style and Format
Headlines and subheadlines should be employed liberally in the Methods, Results, and
Discussion sections. Use short paragraphs whenever possible. Clarity of expression, good
syntax and the avoidance of jargon is appreciated by the editors and readers. Abbreviations
should be explained in the text.

The Title Page should include authors' names, highest earned degrees, academic addresses,
address for correspondence, and grant support. Authorship should be assumed only by those
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workers who have contributed materially to the work and its report. Colleagues who have
otherwise assisted or collaborated should be recognized in the Acknowledgment section, as
should sources of funding. The title should be informative and concise. Avoid use of extraneous
words such as "study,” "investigation,"” etc. If data from the manuscript have been presented at
a meeting, list the full name, date and location of the meeting and reference any previously
published abstracts in the bibliography.

Figures must be suitable for high-quality reproduction. Lettering should be complete, of
professional quality, and of a size appropriate to that of the illustration or drawing, with the
necessary reduction in size taken into account. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures, Elsevier will ensure that these figures appear free-of-charge in color
in the electronic version of your accepted article, regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. Color illustrations can only be included in print
if the additional cost of reproduction is contributed by the author: you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please go
to http://ees.elsevier.com/jdc and click on the Artwork Guidelines.

Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications,
movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound clips and
more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of
your article in Elsevier web products, including ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com).
In order to ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that data is
provided in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in
electronic format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each
file.

The Language of the journal is English. Upon request, Elsevier will direct authors to an agent
who can check and improve the English of their paper (before submission). Please contact
authorsupport@elsevier.com for further information.

Publisher Services
Proofs will be sent to the authors for careful checking. Changes or additions to the edited
manuscript cannot be allowed at this stage. Corrected proofs should be returned to the publisher
within stated deadlines.

Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly and
accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent
back to us in one communication. Subsequent corrections will not be possible, so please ensure
your first sending is complete.

Fast-track Publication. The journal aims for prompt publication of all accepted papers.
Submissions containing new and particularly important data may be fast-tracked for peer review
and publication; this is a limited facility and is strictly at the discretion of Editors.

Page Charges will not be made.

Offprints/Reprints. The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of
the article. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.
Paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will be sent to the
corresponding author.

Special Subject Repositories
Certain repositories such as PubMed Central (‘(PMC') are authorized under special arrangement
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with Elsevier to process and post certain articles. The following agreements have been
established for authors whose articles have been accepted for publication in an Elsevier journal
and whose underlying research is supported by one of the following funding bodies:
* National Institutes of Health: Elsevier will send a version of the author's accepted manuscript
that includes author revisions following peer-review for public access posting 12 months after
final publication. Because the NIH 'Public Access' policy is voluntary, authors may elect not to
deposit such articles in PMC. If you wish to 'opt out' and not deposit to PMC, you may indicate
this by sending an e-mail to NIHauthorrequest@elsevier.com. More information regarding the
agreement between Elsevier and the National Institutes of Health can be found
athttp://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/nihauthorrequest

» The Wellcome Trust: Elsevier will send to PMC the version of the author's manuscript that
reflects all author-agreed changes including those made post peer review, for public access
posting immediately after final publication. Authors are required to initially subsidize their
manuscript with fees reimbursed by the Wellcome Trust. Wellcome Trust authors, whose
manuscripts are subsidised, will have the corresponding articles made free to non-subscribers
on ScienceDirect http://www.sciencedirect.com and Elsevier's electronic publishing platforms.
More information regarding the agreement between Elsevier and The Wellcome Trust can be
found athttp://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/wellcometrustauthors

Further information for authors can be found
at http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors



http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/nihauthorrequest
http://www.sciencedirect.com/
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/wellcometrustauthors
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors

