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RESUMO

Background: Periodontite € uma doenca inflamatoria crénica que afeta os tecidos de
suporte dos dentes. Este estudo teve como objetivo determinar a presenca do
polimorfismo genético da lectina de ligacdo da manose (MBL) e associar a condicao
periodontal. Participaram 93 pacientes, sendo 47 diagnosticados com periodontite (18
com forma agressiva e 29 com a cronica) e 46 periodontalmente saudaveis. Apos o0
exame clinico, foram coletadas células de descamacdo da mucosa bucal para posterior
extracdo de DNA e determinacdo do genotipo pela técnica da PCR em tempo real e
analise da temperatura de melting.

Resultados: Os resultados mostraram que 0 gendtipo mutante esteve presente em 47,9%
dos pacientes saudaveis e em 51% dos pacientes com periodontite. Entre os individuos
com doenca periodontal, 77,8% portadores da forma agressiva e 34,5% com a forma
crbnica apresentaram o genotipo mutante, sendo esta diferenca estatisticamente
significante (p=0,002). Com relagdo & frequéncia alélica, 25% dos pacientes
periodontalmente saudaveis apresentaram o alelo “0” mutante. NO grupo com
periodontite, a presenca do alelo mutante esteve em 17,2% dos individuos com a forma
cronica e em 50% dos pacientes com periodontite agressiva (p=0,015).

Conclusdes: Os dados obtidos neste estudo mostraram associagéo entre o polimorfismo

do gene da MBL e a periodontite agressiva.

Palavras-Chave: MBL2; Polimorfismos; PCR em tempo real; Periodontite
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ABSTRACT

Background: Periodontitis is chronic inflammatory disease affecting supportive tissue
teeth. This study aimed determined the presence of polymorphism of mannose-binding
lectin (MBL) and its association to periodontal condition. Ninety three patients to take
part in the study, 47 with diagnostics periodontitis (18 with aggressive periodontitis and
29 with chronic periodontitis) and 46 periodontally healthy. After clinical exam, the
collection of scaling cells from the oral mucosa was carried out to DNA extraction and
genotyping by PCR real time with melting analysis temperature.

Results: The results shown that mutant genotype were present in 47.9% patients without
periodontitis and 51% in patients with periodontitis. Between periodontitis patients,
77.8% with aggressive form and 34.5% those with chronic form presented mutant
genotype, this difference was statistically significant (p=0.002). In relation to allele
frequencies, 25% periodontally healthy patients presented allele “0” mutant, 17.2% of
subjects with chronic periodontitis and aggressive periodontitis patients shown 50%
frequency to mutant allele “0”, showing difference significant (p=0.015).
Conclusions: Data of this study shown association between presence of MBL-2

polymorphism gene and aggressive periodontitis.

Key words: MBL2; Polymorphisms; Real time PCR; Periodontitis
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Introducéo

Periodontite é uma doenca inflamatdria crénica que afeta os tecidos de suporte
dos dentes [1]. A placa bacteriana é considerada o fator de risco primario para o
surgimento da doenca periodontal, causando lenta destruicdo do periodonto pela a¢éo do
processo inflamatorio. A doenca periodontal pode se apresentar de varias formas. A
periodontite crbnica é caracterizada pela perda de insercdo clinica causada pela
destruicdo do ligamento periodontal e do suporte 6sseo adjacente. Geralmente apresenta
progressao lenta e moderada, porém pode apresentar periodos de rapida progressao. Um
mesmo paciente pode apresentar regides saudaveis ou com periodontite. Clinicamente
pode apresentar uma combinagéo de sinais como edema, eritema, sangramento gengival
apos sondagem e supuracdo [2-5].

A periodontite agressiva afeta, em geral, pacientes sistemicamente saudaveis
com idade inferior a 30 anos, mas pode afetar pacientes mais velhos. Essa entidade
diferencia-se da periodontite crénica pela idade de instalacdo da doenca e rapidez na
progressao, composicdo da microbiota, alteracdes imunoldgicas do hospedeiro e um
componente hereditario importante [6]. Seu diagndstico é baseado em critérios como
menor depoésito de célculo quando comparada a forma crbnica e rapida perda de
insercdo com longos periodos de quiescéncia [7,8]. A forma localizada da doenca
apresenta danos localizados nos primeiros molares permanentes e incisivos; e na
generalizada, ha perda de insercdo interproximal em pelo menos trés dentes
permanentes além dos primeiros molares e incisivos. Ambas as formas da doenca estédo
associadas frequentemente a presenca do Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)
e anormalidades na funcéo neutrofilica [7].

A periodontite é considerada uma doenca complexa € esta associada com
variaces em multiplos genes. Atualmente, pouco se sabe sobre quais genes e que
variacOes nesses genes podem estar envolvidas na periodontite. Um grande ndmero de
polimorfismos genéticos estdo sendo investigados e correlacionados com a doenca
periodontal. A presenca de microorganismos no biofilme dentério é necessaria, mas ndo
é suficiente para o desenvolvimento de periodontite [8]. A resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro, envolvendo tanto a ativacdo do sistema imune inato como o adaptativo, sendo a
maior responsavel pela destruicdo tecidual local, constitui o principal componente da
susceptibilidade & doenca periodontal, sendo também o caracterizador do fenétipo biolégico

individual, contribuindo para a determinacdo do fenotipo clinico periodontal final [9].
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A lectina de ligacdo a manose (MBL) é um importante componente da
imunidade inata [10], e pode desenvolver um papel na defesa contra a invaséo
bacteriana na periodontite. A MBL é produzida no figado e pertence a familia das
colectinas [4]. Com mudltiplos dominios de reconhecimento de carboidratos, pode se
ligar a grupos de acucares presentes nas superficies de diversos microorganismos, como
um antigeno do sorotipo predominante do Agregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)
que reside em um pollissacarideo rico em manose, e desse modo fornece a primeira
linha de defesa do organismo [11,12]. Quando a MBL se liga a bactéria, interage com
serino proteases derivadas do plasma, conhecida como MBL associada a serino
proteases (MASPs) e essa interagdo resulta na formacdo do complexo MBL. Essa
interacdo € analoga a interacdo do fator do complemento C1q com os fatores Cl1s e C1lr
que d&o inicio a via classica de ativacdo do sistema complemento. O complexo MBL
com MASP e o carboidrato sobre as bactérias interagem com C4, dessa forma ativam a
via cléssica do complemento independente de um anticorpo (via MBL), sugerindo-se
que MBL pode agir diretamente como uma opsonina [4].

Os genes das colectinas humanas estdo todos situados no cromossomo 10 (g21-
24). Existem dois genes MBL, no entanto MBL-1 é um pseudogene e s6 MBL-2
codifica uma proteina como produto. O gene da MBL humana estéa localizado no brago
q11.2-g21 que codifica um produto protéico chamado de MBL-2 e compreende 4 exons
e 3 introns. O exon 1 codifica o peptidio sinal, a regido N-terminal rica em cisteina e
parte da regido colagenosa, enquanto o exon 2 codifica o restante da regido colagenosa.
O exon 3 codifica a regido hidrofobica espiralada conhecida como “neck™ e o exon 4 o
CRD (Dominio de Reconhecimento de Carboidrato) [13].

A deficiéncia de MBL pode estar relacionada com variacdes genéticas. Alguns
polimorfismos tém sido registrados na literatura: trés mutacGes no exon 1 do gene
MBL2 (c6dons -52, -54, e -57) podem causar modificagdes estruturais na proteina
resultando em baixos niveis séricos. Mutacdes do gene MBL-2 e niveis séricos
danificados tém sido associados com diversas infeccGes em adultos [14].

O gene da MBL2 apresenta sitios polimérficos bem conhecidos. Trés deles estdo
localizados no exon 1: no codon 54, decorrente da troca da glicina pelo acido aspartico
(alelo B); no codon 57, decorrente da troca da glicina pelo &cido glutamico (alelo C) e
no codon 52, decorrente da troca da arginina pela cisteina (alelo D). O alelo normal para
a MBL é 0 A e a designacgdo usual para os alelos variantes é O [13,15]. Individuos que

sdo homozigotos (0/0, onde 0 pode ser B, C ou D) para um alelo mutante produzem
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MBL em quantidades indetectaveis por ELISA, enquanto os heterozigotos (A/0) para a
mutacdo possuem concentragbes séricas significativamente reduzidas quando
comparados com individuos homozigotos (A/A) para o alelo selvagem [12].

Tendo em vista a importancia da imunidade inata na primeira linha de defesa do
organismo contra infec¢es, este trabalho teve como objetivo verificar se ha associacdo
entre a presenca do polimorfismo do gene da MBL-2 e a periodontite, utilizando a
técnica de biologia molecular PCR em tempo real, em uma populacéo localizada em

Recife, estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Materiais e métodos

Populacéo estudada

Um total de 93 pacientes foram avaliados, sendo divididos em trés grupos:
periodontite cronica (n=29), periodontie agressiva (n=18) e periodontalmente saudaveis
(n=46). A amostra foi selecionada de forma randémica de acordo com a demanda da
clinica de especializagdo em Periodontia da Universidade Federal de Pernambuco. O
exame clinico foi realizado no periodo de janeiro a novembro de 2009, por um
examinador previamente calibrado, usando uma sonda milimetrada tipo Carolina do
Norte - PC15 (Trinity® - Sdo Paulo, SP, Brasil) onde seis sitios por dente foram
avaliados (distovestibular, mediovestibular, mesiovestibular, distolingual, mediolingual
e mesiolingual), bem como dados de profundidade e sangramento a sondagem, nivel de
insercdo clinica, placa dental e nimero de dentes presentes. O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco
(protocolo n° 389/07) e todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, apds a explicacdo dos objetivos do trabalho.

Todos os pacientes foram selecionados de acordo com os critérios definidos pela

American Academy of Periodontology (AAP). [2,7]

Critérios de Inclusdo:
- apresentar pelo menos 20 dentes naturais, ndo ter realizado tratamento periodontal nos

ultimos seis meses
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Critérios de excluséo:

- estar grévida ou lactante; ndo apresentar nenhuma condicdo sistémica que interferisse
no curso da doenca periodontal (diabetes, hipertensdo, doencas auto-imunes, entre
outras; ser fumante; ser portador de HIV; fazer uso de aparelho ortoddntico; fazer uso

de anti-inflamatorios de forma cronica [2].

Extracéo do DNA

Realizou-se a coleta das células de descamacdo da mucosa oral com escovas do
tipo cytobrush (Kolplast® — Séo Paulo, SP, Brasil), posteriormente imersas em 1 ml de
solucdo salina de cloreto de sodio (Laboratory Tayuyna Ltda — Nova Odessa, SP,
Brasil). O material coletado foi armazenado em freezer a — 20°. Para extracdo e
purificacdo de DNA, utilizou-se o kit Geneclean®, (GENECLEAN® Kit, BIO 101, La

Jolla, CA, USA) de acordo com o protocolo do fabricante.

Genotipagem

A deteccdo do polimorfismo do gene MBL2 foi feita pela técnica da PCR em
tempo real (Q-PCR) e andlise da temperatura de melting. A genotipagem foi realizada
utilizando-se os seguintes primers desenhados com o software Primer Express 1.5
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA): primer “forward” 5'-
AGGCATCAACGGCTTCCCA-3' e primer “reverse” 5'-CAGAA
CAGCCCAACACGTACCT-3'. As reacoes de amplificacdo foram processadas com um
volume final de 25 pl, contendo 12,5 pl 1X SYBR Green (SYBR Green 1-Step QRT-
PCR - Kit para 200 reacGes — LGC Biotecnologia), 1,0 ul do primer “forward”
10Mm, 1,0 ul do primer “reverse” 10mM e 3 pl de DNA gendmico. Os ciclos
apresentaram as seguintes condicdes: aquecimento inicial a 95° C por 10 min, seguido
de 45 ciclos com etapas de 95° C por 30 s, 60° C por 1 min. Ap6s o final da PCR, foi
promovido um aquecimento lento e gradativo de 60° C para 95° C com acréscimo de
0,2°C a cada 8 segundos para obtencdo dos perfis das curvas de melting, utilizando
como plataforma o software de dissociagdo do Rotor Gene Q (Qiagen Sample and
Assay Technologies, Duesseldorf, Germany)[17].

A avaliacdo da temperatura de melting auxiliou a distinguir os perfis de melting
dos trés genotipos do gene MBL (AA, A0 e 00). As temperaturas de melting sdo as
seguintes: A/A (um pico de 83.1 £ 0.1°C), A/0 (dois picos de 82.6 + 0.3 € 80.7 £ 0.1°C),
e 0/0 (um pico de 81.7 £ 0.1°C)[14] (Figura 1).
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Figura 1. Comparagdo entre as curvas de melting dos trés padrfes utilizados na
genotipagem do gene MBL-2

A genotipagem foi realizada sobrepondo a curva de melting dos pacientes com a
curva de melting de trés amostras controles: uma selvagem, uma mutante e uma
heterozigota. Quando existia uma sobreposi¢do dessas curvas era possivel inferir sobre

0 gendtipo em questéo.

Anédlise Estatistica

As frequéncias genotipicas estavam de acordo com o equilibrio Hardy-
Weinberg. O interval de confianga foi de 95%, entdo apenas valores de “p” menores do
que 0,05 foram aceitos. Acima desse valor, o resultado era considerado sem
significancia. O “software” estatistico utilizado para a obtencdo dos calculos estatisticoS

foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versao 15.

Resultados

A idade dos individuos foi de 25,8 anos, em média, no grupo de pacientes
saudaveis periodontalmente, e de 35,6 anos entre 0s pacientes portadores de
periodontite (sendo 25,8 anos a média de idades dos pacientes com a forma agressiva e
41,8 anos a média dos portadores da forma cronica da doenca periodontal). Com relagédo
a0 sexo, 31% da amostra foi composta por homens (n=29) e 69% por mulheres (n=64).
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O estudo da associacdo do polimorfismo do gene da MBL2 e a doenca
periodontal esté representado na Tabela 1. As frequéncias dos polimorfismos revelaram
que 52,2% dos pacientes periodontalmente saudaveis apresentaram o gendtipo do tipo
“AA” e 49% dos pacientes com a doenca periodontal. O gendtipo “A0” estava presente
em 45,7% dos pacientes sem periodontite e em 42,5% dos individuos com periodontite.
Com relagdo ao gendtipo “00”, foi observado em 2,2% dos pacientes sem doenca
periodontal e em 8,5% dos individuos periodontalmente comprometidos. Os dados
mostraram-se estatisticamente significantes.

Entre os pacientes que apresentavam doenca periodontal, 22,2% dos portadores
da forma agressiva apresentaram o gendtipo do tipo “AA” contra 65,5% dos pacientes
com a forma cronica. O genotipo “A0” estava presente em 55,6% no grupo da
periodontite agressiva e em 34,5% do grupo da periodontite crénica. Em 22,2% dos
individuos com periodontite agressiva foi relatado o genétipo “00”, ndo havendo
portadores desse gendtipo entre pacientes com periodontite cronica (Tabela 2).

As tabelas 3 e 4 revelam a frequéncia alélica da amostra. Os dados revelaram
que 50% dos pacientes com periodontite agressiva apresentaram o alelo mutante, contra
25% dos pacientes periodontalmente saudaveis e 17,2% daqueles com periodontite

cronica, sendo esta diferenga estatisticamente significante.

Discussao

Baixos niveis séricos de lectina de ligacdo a manose (MBL) estdo associados a
um aumento da susceptibilidade & infeccéo recorrente e trés variagdes do gene da MBL
causam baixa producdo da proteina [15]. No presente estudo, foi investigada a
associacdo entre a presenca do polimorfismo do gene da MBL em pacientes com
periodontite quando comparados a pacientes periodontalmente saudaveis.

A MBL é traduzida pelo gene mbl2 e individuos homozigotos para o tipo
selvagem sdo denominados AJ/A, correspondendo a aproximadamente 60% da
populacdo. A deficiéncia funcional de MBL (baixos niveis de MBL) é causada por
mutacBes do éxon 1 do gene mbl2. A nomenclatura A/0O € usada para individuos
heterozigotos, representada por 30% a 40% da populacao e pode ter redu¢do moderada
nos niveis de MBL. A nomenclatura 0/0 é utilizada para individuos homozigotos, que
correspondem a 5% a 10% da popula¢do com redugdo moderada ou severa nos niveis de

MBL [16-18]. Esta investigacdo demonstrou que o genotipo selvagem esteve mais



30

presente em pacientes com periodontite crénica e o genétipo mutante (heterozigoto e
homozigoto) apareceu com maior prevaléncia em individuos com a forma agressiva da
periodontite, resultados semelhantes aos encontrados por outros autores [17-19]. Os
resultados ndo corroboram com os achados de Arraes et al. [20] que relataram baixa
porcentagem de heterozigotos mutantes e alta porcentagem de homozigotos selvagens.

Os resultados deste estudo evidenciaram que a presenca de gendtipos
heterozigotos e homizigotos mutantes foram encontrados em maior ndmero em
portadores de periodontite agressiva, enquanto pacientes com a forma cronica tiveram
uma maior presenca do genoétipo homozigoto selvagem. Resultados similares foram
encontrados por outros autores [21,22] quando estabeleceram a presenga do genotipo
mutante em pacientes com periodontite quando comparados a controles saudaveis. Na
presente investigacdo também foi demonstrada que a frequéncia do alelo mutante (0) foi
mais acentuada em portadores de periodontite agressiva, sugerindo assim a associacao
entre o polimorfismo da MBL com a forma agressiva da periodontite.

Estudos realizados com pacientes diabéticos ndo relacionaram o polimorfismo
do gene MBL2 a doenca periodontal. Aradjo et al. [23], em um levantamento numa
populacdo brasileira com 100 voluntarios, encontraram o gendétipo mutante A/0 em
54,1% dos pacientes diabéticos com periodontite contra 53,8% daqueles sem a doenca
periodontal. O alelo mutante “0” esteve presente em 27% dos pacientes de ambos os
grupos (com e sem periodontite). Em outro levantamento realizado no ano de 2008 [24],
50 individuos foram examinados e o gendtipo mutante foi constatado em 56,7%
pacientes com periodontite e em 45% dos periodontalmente saudaveis. Dos pacientes
com periodontite, 28,3% apresentaram o alelo mutante “0” contra 22,5% do grupo
saudavel.

Dois estudos avaliaram a relacéo entre os niveis plasmaticos da MBL e a doenca
periodontal. Maffei et al. [4] ndo encontraram associagdo entre o nivel plasmético da
MBL e a doenca periodontal quando comparados pacientes saudaveis e pacientes com
periodontite. Também ndo houve relagdo dos niveis de MBL com a severidade da
doenca periodontal, resultado similar ao encontrado por Louropoulou et al. [22].

Com relagdo a frequéncia alélica, individuos com periodontite agressiva
apresentaram uma maior porcentagem do alelo mutante (0) quando comparados aos
outros grupos. Em outro levantamento, Tsutsumi et al. [25] encontraram associagdo

entre o alelo mutante e a severidade da periodontite.
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A presente investigacdo teve como desvantagem um pequeno numero de
individuos por grupo e estudos genéticos apreesentam uma dificuldade com relacéo a
variacdo genética em diferentes grupos étnicos. Neste estudo, apenas Brasileiros do
nordeste do pais foram avaliados.

Os dados obtidos por esse estudo mostraram uma associacdo significante entre a
presenca do polimorfismo do gene da MBL e a periodontite agressiva em uma

populagéo brasileira.
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TABELAS
Tabela 1 — Associagédo do polimorfismo do gene da MBL2 e a doenca periodontal
Pacientes Pacientes Valor de p
Genétipo Saudaveis portadores de Periodontite
n % n %
AA 24 52,2 23 49 0®=0,002%
A0 21 45,7 20 42,5
00 1 2,2 4 8,5
Total 46 100 47 100

(*): Diferenca significativa a 5,0%.
(1): Através do teste qui-quadrado.

Tabela 2 — Associagédo do polimorfismo do gene da MBL2 entre as formas agressiva e
cronica da periodontite

Periodontite Valor de p
Pacientes
Genotipo Saudaveis Agressiva Cronica
n % n % n %
AA 24 52,2 4 222 19 655 p™=0,002*
A0 21 45,7 10 55,6 10 34,5
00 1 2,2 4 22,2 -- -
Total 46 100 18 100 29 100

(*): Diferenga significativa a 5,0%.
(1): Através do teste qui-quadrado.
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Tabela 3 — Frequéncia alélica entre os grupos estudados

Pacientes Pacientes Valor de p
Alelos Saudaveis portadores de Periodontite
n % n %
A 69 75 66 70 p(l): 0.015*
0 23 25 28 30
Total 92 100 94 100

(*): Diferenca significativa a 5,0%.
(1): Através do teste qui-quadrado.

Tabela 4 — Frequéncia alélica entre os grupos com periodontite agressiva e cronica

Periodontite Valor de p
Pacientes
Alelos Saudaveis Agressiva Cronica
n % n % n %
A 69 72 18 50 48 825 pY=0,015*
0 23 25 18 50 10 17,2
Total 92 100 36 100 58 100

(*): Diferenca significativa a 5,0%.
(1): Através do teste qui-quadrado.



36

APENDICES




37

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: Associacdo do polimorfismo do gene da proteina MBL2 em pacientes com
periodontite agressiva.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Felipe Bravo Machado de Andrade (Mestrando em Clinica
Integrada UFPE). Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego, 1235. Recife-PE. CEP
50670-901. Fone/Fax: 81 21268818 (Secretaria de Pos-graduacéo da UFPE)

OBJETIVO: Verificar se existe associagdo do polimorfismo do gene da proteina MBL com a presenca
de periodontite agressiva em pacientes atendidos no curso de Especializacdo em Periodontia da UFPE.

METODOLOGIA: Serdo avaliados o sangramento, profundidade de bolsa, perda de inser¢do através de
um exame clinico e coleta de sangue do paciente para avaliar o polimorfismo do gene da MBL.

BENEFICIO: os participantes receberéo orientacdes para tratar a doenca periodontal presente e prevenir
sua progressdo. Todos os pacientes receberdo tratamento periodontal no Curso de Especializacdo em
Periodontia da UFPE.

RISCO: Ao paciente submetido a pesquisa, podera ocorrer 0 risco de, durante o exame clinico,
constrangimento, sangramento gengival e na coleta de sangue, o risco de hematoma e desconforto.

Eu, ,RG.N°.

Abaixo assinado, tendo recebido as informacGes acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados,
concordo participar desta pesquisa, para o trabalho de pés-doutorado em Odontologia com &rea de
concentragdo em Periodontia da USP, bem como autorizo toda a documentagéo necesséria, a divulgacao e
a publicacdo da mesma, em periddicos cientificos, na rea de Odontologia.

DIREITOS:

1. A garantia de receber respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida a cerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa;

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

3. A seguranga de que ndo serei identificado e que serd mantido carater confidencial da informagéo relacionada
com minha privacidade;

4. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizac¢do que legalmente teria direito por parte da instrucéo a
salde, em casos de danos que a justifiquem, diretamente causados pela pesquisa;

5. O compromisso de proporcionar-me informagao atualizada durante o estudo, ainda que este possa afetar a minha
vontade de continuar participando;

6. Caso existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Tendo ciéncia do exposto acima, desejo participar da pesquisa.

Recife, de de

Assinatura do paciente

Assinatura do Pesquisador Assinatura da Testemunha Assinatura da Testemunha
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FICHA CLINICA

NOME:

SEXO: () Masculino ( ) Feminino DATA:
IDADE: PROFISSAO:

ESTADO CIVIL:

FONE: CEL:

RENDA (salarios):
HABITO DE FUMAR:

() Nunca fumou

() Ex-fumante: (anos que parou)
( ) Fumante: (quantos por dia)
DIAGNOSTICO PERIODONTAL:

( ) Periodontite agressiva localizada

() Periodontite agressiva generalizada

ESCOLARIDADE:

( ) Nao sabe ler ou escrever
( )1° grau incompleto

( ) 1° grau completo

( ) 2°grau incompleto

( ) 2° grau completo

( )Universidade incompleta
( )Universidade completa

( )P6s-graduacao

( ) Nao sei

Ha alguém na sua familia que apresenta o mesmo problema que voOCé?
R -

PRESENCA DE POLIMORFISMO
() Sim ( ) Néo

GENOTIPO
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PACIENTE:
DATA:
Sondagem (mm) Recessdo Gengival (mm) Furca
Vestibular Palatina Vestibular Palatina
D C M D C M D C M D C M D
SANGRAMENTO

PLACA
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Instructions for BMC Molecular Biology authors

BMC
Molecular Biology

Preparing main manuscript text

File formats

The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript
document:

Microsoft Word (version 2 and above)

Rich text format (RTF)

Portable document format (PDF)

TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)
DeVice Independent format (DVI)

Publicon Document (NB)

Users of other word processing packages should save or convert their files to RTF before
uploading. Many free tools are available which ease this process.

TeX/LaTeX users: We recommend using BioMed Central's TeX template and BibTeX
stylefile. If you use this standard format, you can submit your manuscript in TeX format
(after you submit your TEX file, you will be prompted to submit your BBL file). If you
have used another template for your manuscript, or if you do not wish to use BibTeX,
then please submit your manuscript as a DVI file. We do not recommend converting to
RTF.

Note that figures must be submitted as separate image files, not as part of the submitted
DOC/ PDF/TEX/DVI file.

Article types

When submitting your manuscript, you will be asked to assign one of the following types
to your article:

Research article

Database

Methodology article

Software

Please read the descriptions of each of the article types, choose which is appropriate for


http://www.biomedcentral.com/info/ifora/tex
http://www.biomedcentral.com/info/ifora/tex
http://www.biomedcentral.com/info/ifora/tex
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#h1figures
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#defaulttype
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/?txt_jou_id=1011&txt_mst_id=1008%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/?txt_jou_id=1011&txt_mst_id=1002%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/?txt_jou_id=1011&txt_mst_id=1009%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
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your article and structure it accordingly. If in doubt, your manuscript should be classified
as a Research article, the structure for which is described below.

Manuscript sections for Research articles

Manuscripts for Research articles submitted to BMC Molecular Biology should be divided
into the following sections:

Title page
Abstract

Background

Results

Discussion

Conclusions

Methods (can also be placed after Background)
List of abbreviations used(if any)

Authors' contributions

Authors' information (if any)
Acknowledgements

References

Figure legends (if any)

Tables and captions (if any)

Description of additional data files (if any)

You can download a template (Mac and Windows compatible; Microsoft Word 98/2000)
for your article. For instructions on use, see below.

The Accession Numbers of any nucleic acid sequences, protein sequences or atomic
coordinates cited in the manuscript should be provided, in square brackets and include
the corresponding database name; for example, [EMBL:AB026295, EMBL:AC137000,
DDBJ:AE000812, GenBank:U49845, PDB:1BFM, Swiss-Prot:Q96KQ7, PIR:S66116].

The databases for which we can provide direct links are: EMBL Nucleotide Sequence
Database (EMBL), DNA Data Bank of Japan (DDBJ ), GenBank at the NCBI (GenBank),
Protein Data Bank (PDB), Protein Information Resource (PIR) and the Swiss-Prot Protein
Database (Swiss-Prot).

Title page

This should list: the title of the article, which should include an accurate, clear and
concise description of the reported work, avoiding abbreviations; and the full names,
institutional addresses, and e-mail addresses for all authors. The corresponding author
should also be indicated.

Abstract

The abstract of the manuscript should not exceed 350 words and must be structured into
separate sections: Background, the context and purpose of the study; Results, the
main findings; Conclusions, brief summary and potential implications. Please minimize
the use of abbreviations and do not cite references in the abstract.

Background

The background section should be written from the standpoint of researchers without
specialist knowledge in that area and must clearly state - and, if helpful, illustrate - the


http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#title
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#abstract
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#background
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#results
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#discussion
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#conclusions
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#mandm
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#abbreviations
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#authorscon
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#authorinfo
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#acknowledgements
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#references
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#legends
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#h1tables
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#h1data
http://biomedcentral.com/download/templates/BMC153n.dot
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#template
http://www.ebi.ac.uk/embl/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.rcsb.org/pdb/
http://pir.georgetown.edu/
http://us.expasy.org/sprot/
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background to the research and its aims. The section should end with a very brief
statement of what is being reported in the article.

Results and Discussion

The Results and Discussion may be combined into a single section or presented
separately. They may also be broken into subsections with short, informative headings.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions of the research and give a clear
explanation of their importance and relevance. Summary illustrations may be included.

Methods

This should be divided into subsections if several methods are described.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text, either they should be defined in the text where first
used, or a list of abbreviations can be provided, which should precede the authors'
contributions and acknowledgements.

Authors' contributions

In order to give appropriate credit to each author of a paper, the individual contributions
of authors to the manuscript should be specified in this section.

An "author" is generally considered to be someone who has made substantive intellectual
contributions to a published study. To qualify as an author one should 1) have made
substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or analysis and
interpretation of data; 2) have been involved in drafting the manuscript or revising it
critically for important intellectual content; and 3) have given final approval of the
version to be published. Each author should have participated sufficiently in the work to
take public responsibility for appropriate portions of the content. Acquisition of funding,
collection of data, or general supervision of the research group, alone, does not justify
authorship.

We suggest the following kind of format (please use initials to refer to each author's
contribution): AB carried out the molecular genetic studies, participated in the sequence
alignment and drafted the manuscript. JY carried out the immunoassays. MT participated
in the sequence alignment. ES participated in the design of the study and performed the
statistical analysis. FG conceived of the study, and participated in its design and
coordination and helped to draft the manuscript. All authors read and approved the final
manuscript.

All contributors who do not meet the criteria for authorship 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' information

You may choose to use this section to include any relevant information about the
author(s) that may aid the reader’s interpretation of the article, and understand the
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standpoint of the author(s). This may include details about the authors' qualifications,
current positions they hold at institutions or societies, or any other relevant background
information. Please refer to authors using their initials. Note this section should not be
used to describe any competing interests.
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Whole issue of journal
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1998, 10:1-72.

Whole conference proceedings

8. Smith Y (Ed): Proceedings of the First National Conference on Porous Sieves: 27-30
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Complete book
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and Tissues. Edited by Harris TJR. New York: Academic Press; 1995:54-56. [Stoner G
(Series Editor): Methods and Perspectives in Cell Biology, vol 1.]

Book with institutional author
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PhD thesis

12. Kohavi R: Wrappers for performance enhancement and oblivious decision
graphs. PhD thesis. Stanford University, Computer Science Department; 1995.

Link / URL

13. The Mouse Tumor Biology Database
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Microsoft Word template

Although we can accept manuscripts prepared as Microsoft Word, RTF or PDF files, we
have designed a Microsoft Word template that can be used to generate a standard style
and format for your article. It can be used if you have not yet started to write your
paper, or if it is already written and needs to be put into BMC Molecular Biology style.

Download the template (compatible with Mac and Windows Word
97/98/2000/2003/2007) from our site, and save it to your hard drive. Double click the
template to open it.

How to use the BMC Molecular Biology template

The template consists of a standard set of headings that make up a BMC Molecular
Biology Research article manuscript, along with dummy fragments of body text. Follow
these steps to create your manuscript in the standard format:

e Replace the dummy text for Title, Author details, Institutional affiliations, and the
other sections of the manuscript with your own text (either by entering the text
directly or by cutting and pasting from your own manuscript document).

e If there are sections which you do not need, delete them (but check the rest of
the Instructions for Authors to see which sections are compulsory).

e If you need an additional copy of a heading (e.g. for additional figure legends)
just copy and paste.

e For the references, you may either manually enter the references using the
reference style given, or use bibliographic software to insert them automatically.
We provide style files for EndNote and Reference Manager.

For extra convenience, you can use the template as one of your standard Word
templates. To do this, put a copy of the template file in Word's 'Templates' folder,
normally C:\Program Files\Microsoft Office\Templates on a PC. The next time you create
a new document in Word using the File menu, the template will appear as one of the
available choices for a new document.

return to top


http://www.biomedcentral.com/download/templates/BMC153n.dot
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#reflist
http://www.biomedcentral.com/download/endnote/biomedcentral.ens
http://www.biomedcentral.com/download/refman/biomedcentral.os
http://www.biomedcentral.com/bmcmolbiol/ifora/#top

47

Preparing illustrations and figures

Figures should be provided as separate files. Each figure should comprise only a single file.
There is no charge for the use of color.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising the
quality of your figures,

Formats

The following file formats can be accepted:

EPS (preferred format for diagrams)

PDF (also especially suitable for diagrams)
PNG (preferred format for photos or images)
Microsoft Word (figures must be a single page)
PowerPoint (figures must be a single page)
TIFF

JPEG

BMP

CDX (ChembDraw)

TGF (ISIS/Draw)

Figure legends

The legends should be included in the main manuscript text file immediately following the
references, rather than being a part of the figure file. For each figure, the following
information should be provided: Figure number (in sequence, using Arabic numerals - i.e.
Figure 1, 2, 3 etc); short title of figure (maximum 15 words); detailed legend, up to 300
words.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
the copyright holder to reproduce figures or tables that have previously been published
elsewhere.
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Preparing tables

Each table should be numbered in sequence using Arabic numerals (i.e. Table 1, 2, 3 etc.).
Tables should also have a title that summarizes the whole table, maximum 15 words.
Detailed legends may then follow, but should be concise.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of the
document text file, in portrait format (note that tables on a landscape page must be
reformatted onto a portrait page or submitted as additional files). These will be typeset and
displayed in the final published form of the article. Such tables should be formatted using
the 'Table object' in a word processing program to ensure that columns of data are kept
aligned when the file is sent electronically for review; this will not always be the case if
columns are generated by simply using tabs to separate text. Commas should not be used to
indicate numerical values. Color and shading should not be used.

Larger datasets can be uploaded separately as additional files. Additional files will not be
displayed in the final, published form of the article, but a link will be provided to the files as
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supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls) or
comma separated values (.csv). As with all files, please use the standard file extensions.
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Preparing additional files

Although BMC Molecular Biology does not restrict the length and quantity of data in a paper,
there may still be occasions where an author wishes to provide data sets, tables, movie files,
or other information as additional information. These files can be uploaded using the
'Additional Material files' button in the manuscript submission process.

The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on
submission.

Any additional files will be linked into the final published article in the form supplied by the
author, but will not be displayed within the paper. They will be made available in exactly the
same form as originally provided.

If additional material is provided, please list the following information in a separate section
of the manuscript text, immediately following the tables (if any):

File name

File format (including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)
Title of data

Description of data

Additional datafiles should be referenced explicitly by file name within the body of the article,
e.g. 'See additional file 1: Moviel for the original data used to perform this analysis'.

Formats and uploading

Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and should be
viewable using free or widely available tools. The following are examples of suitable formats.

e Additional documentation
o PDF (Adobe Acrobat)
e Animations
o SWF (Shockwave Flash)
e Movies
o MOV (QuickTime)
o MPG (MPEG)
e Tabular data
o XLS (Excel spreadsheet)
o CSV (Comma separated values)

As with figure files, files should be given the standard file extensions. This is especially
important for Macintosh users, since the Mac OS does not enforce the use of standard
extensions. Please also make sure that each additional file is a single table, figure or movie
(please do not upload linked worksheets or PDF files larger than one sheet).

Mini-websites

Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that they
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will be browsable from within the full text HTML version of the article. In order to do this,
please follow these instructions:

—

Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the root

Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-folders

3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than
"/images/picture.jpg" or "http://yourdomain.net/images/picture.jpg" or
"C:\Documents and Settings\username\My Documents\mini-
website\images\picture.jpg") and no link is longer than 255 characters

4. Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that the
most commonly used browsers (Internet Explorer and Firefox) are able to view all
parts of the mini-website without problems, it is ideal to check this on a different
machine

5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that

index.html is in the root of the ZIP, and that the file has .zip extension, then submit

as an additional file with your article

N
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Style and language

General

Currently, BMC Molecular Biology can only accept manuscripts written in English. Spelling
should be US English or British English, but not a mixture.

Gene names should be in italic, but protein products should be in plain type.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to
be concise. There is no restriction on the number of figures, tables or additional files that
can be included with each article online. Figures and tables should be sequentially
referenced. Authors should include all relevant supporting data with each article.

BMC Molecular Biology will not edit submitted manuscripts for style or language; reviewers
may advise rejection of a manuscript if it is compromised by grammatical errors. Authors are
advised to write clearly and simply, and to have their article checked by colleagues before
submission. In-house copyediting will be minimal. Non-native speakers of English may
choose to make use of a copyediting service.

Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please visit
our page on "Writing titles and abstracts for scientific articles"

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific manuscript.
MedBioWorld also provides a list of resources for science writing.

Abbreviations

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They can be defined when first used
or a list of abbreviations can be provided preceding the acknowledgements and references.

Typography

e Please use double line spacing.
e Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.
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Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.
Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

All pages should be numbered.

Use the BMC Molecular Biology reference format.

Footnotes to text should not be used.

Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce
a particular special character, please type out the name of the symbol in full.

Please ensure that all special characters used are embedded in the text,
otherwise they will be lost during conversion to PDF.

Units

SI Units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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