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RESUMO

Objetivo: o objetivo deste estudo foi investigar os niveis de IL-10 no fluido
crevicular gengival em pacientes portadores do HIV-1, com periodontite crénica
e comparar com pacientes ndo portadores do HIV-1com periodontite
crdnica, também procuramos correlacionar os parametros clinicos periodontais,
carga viral e contagem de linfocitos TCDs*e TCDs* (LTCD4" e
LTCDs*). Materiais e Métodos: 33 pacientes foram selecionados e divididos
em dois grupos: G1: 16 pacientes portadores do HIV-1 e com periodontite
cronica, no G2: 17 pacientes ndo portadores do HIV-1 com periodontite cronica.
Os parametros clinicos periodontais registrados foram: Profundidade de
sondagem (PS) e Nivel Clinicos Insercdo (NCI); os parametros
sistémicos LTCD4*, LTCDse a carga viral foram selecionados e analisados
através do fluido crevicular gengival coletado de todos os pacientes. O
ensaio imunoenzimatico ELISA foi utilizado para determinar as concentracdes
da Interleucina 10 (IL-10). Para a analise estatistica foram realizados os testes
T-Student, Mann-Whitney e Spearman. Os niveis de IL-10 foram
significativamente menores em ambos 0s grupos de pacientes. Resultados:
houve diferenca estatistica entre grupos de profundidade de sondagem (p =
0,015) e nivel clinicos insercéo (p = 0,011), ndo foram encontradas correlacées
significativas entre as variaveis analisadas. Conclusao: os niveis de IL-10 em
pacientes HIV-1 positivos ndo tiveram influéncia nos parametros periodontais e

imunoldégicos.

Descritores: Interleucina-10, HIV e periodontite cronica.



ABSTRACT

Aim: The objective of this study was to investigate the levels of IL-10 in the
gingival crevicular fluid in HIV-1 positive patients with chronic periodontitis and
to compare with HIV-1 negative patients with chronic periodontitis, also to
correlate clinical periodontal parameters, viral load and count of CD4* and CDs*
lymphocytes (LTCD4* and LTCDs"). Methods: 33 patients were selected and
splitted into two groups: 16 HIV-1 positive patients and 17 HIV-1 negative
patients and all with chronic periodontitis. The clinical periodontal parameters
recorded were: Probing Depth (PD) and Clinical Attachment Level (CAL); the
sistemical parameters LTCD4", LTCDs* and viral load were analized by the
gingival crevicular fluid collected from all patients. Enzymelinked
immunosorbent assay (ELISA) was used to determine the concentrations of
Interleukin (IL)-10. For the statistical analysis the Student t, Mann-Whitney and
Spearman tests were performed. IL-10 levels were significantly lower in both
patients groups. Results: There was statistical difference betwen groups for
probing depth (p=0.015) and clinical attachment level (p=0.011), no significant
correlation was found among the analyzed variables. Conclusion: The IL-10
levels in HIV-1 positive patients had no influence in periodontal and

immonological parameters.

Keywords: Interleukin-10, HIV and Chronic Periodontitis.
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Introducéo

A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € caracterizada por
um estado avancado de imunodepressdo, esta patologia é considerada um
grave problema de saude publica mundial, estima-se que cerca de 34 milhdes
de pessoas sdo infectadas pelo HIV em todo o mundo?!. Apesar da reducédo na
morbidade e mortalidade dos pacientes usuarios da Terapia Antirretroviral
(TARV), ainda existem um grande numero de individuos portadores do virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) 23,

O HIV-1 infecta, principalmente, os linfécitos TCD4* (LTCD4*) e TCDsg*
(LTCDs*) também conhecido como linfocito T helper (LTh) e a diminuicdo do
namero dessas células pode contribuir para o aparecimento de diversas
infeccdes oportunistas e varias patologias, tal como a periodontal doenca®. De
acordo com Chin® (2017), a imunodeficiéncia causada pelo HIV-1 pode ter uma

influéncia direta na patologia da doenca periodontal.

As manifestacdes periodontais sdo reconhecidas como caracteristicas
importantes e estdo amplamente associadas a imunossupressao causada pelo
HIV-1 e podem ser consideradas um dos primeiros sinais clinicos de infeccao
pelo HIV-1, que pode ser atenuado pelo uso de TARV®. De acordo com
Elizondo et al.” (2017), a presenca de gengivite e a severidade da periodontite,
sdo indicadas pela perda de insercdo, destruicdo Ossea e aumento da
Profundidade de Sondagem (PS), estando diretamente relacionada a AIDS.

A periodontite, quando instalada, tem em seu Fluido Crevicular Gengival
(FCG) vérias proteinas ligadas ao processo inflamatério, como as citocinas, o
que podem ser benéficas para diagnosticar o estado atual do periodonto, bem
como os efeitos da terapia periodontal®.

Dentre as citocinas presentes no FCG, cita-se a presenca da
Interleucina 10 (IL-10). A IL-10 é uma importante citocina supressora da
atividade inflamatoria, modulando a producdo e secrecdo de outras citocinas.
Os LTh2 ativados secretam a IL-10 que age inibindo a resposta citotoxica do
LTCDs*, causando imunossupressdo. A IL-10 também inibe a producdo de

interferon (IFN) pelos linfocitos T, co-estimula a proliferagéo e diferenciacao de



linfécitos B e suprime a producdo e secrecao de citocinas pro-inflamatarias,

constituindo um importante supressor da imunidade celular®?.

A susceptibilidade e extensdo da destruicdo tecidual parecem ser
determinadas pelo complexo equilibrio de citocinas produzidas na presenca de
inUmeras interacdes entre diferentes tipos de micro-organismos periodontais.
Quando a resposta do hospedeiro € exacerbada, esta pode levar ao dano
tecidual, causando perda de suporte periodontal. O estudo dos mediadores
inflamatorias associados a doenca periodontal, pelos métodos imunolégicos ou
bioquimicos, permite a avaliacdo da resposta do hospedeiro frente a estas
patologiast®tl,

Desta forma, o conhecimento das citocinas envolvidas na progresséo
ou ndo da doenca periodontal, principalmente em portadores do HIV-1 é de
fundamental importancia para uma melhor conduta terapéutica e,
conseqlientemente, a qualidade de vida desses pacientes!l. Objetivando
contribuir para a caracterizacdo do perfil de citocinas apresentadas por
pacientes portadores do HIV-1 com periodontite crénica, o propdésito deste
estudo foi investigar os niveis de IL-10 no fluido crevicular gengival em
pacientes portadores do HIV-1 com periodontite cronica e comparar com
pacientes ndo portadores do HIV-1 com periodontite cronica e correlacionar os

parametros periodontais, carga viral e contagem de linfocitos TCD4* e TCDs".



Metodologia

Selecdo da amostra

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com a média e desvio
padrdo de ambos os grupos pelo teste de amostra T-Student. O nivel de
significancia foi de 5%, com um efeito de 0,80. Considerando um poder
estatistico de 95%, o tamanho da amostra foi fixado em 16 pacientes por
grupo. Trinta e trés individuos com periodontite crénica, com idade entre 34 e
60 anos foram selecionados. Destes, 16 pacientes eram pacientes portadores
do HIV-1 e usuarios regulares da TARV, todos os pacientes selecionados
usaram o mesmo medicamento durante o mesmo periodo. Os outros 17
pacientes ndo eram portadores do HIV-1. Todos os pacientes apresentavam
pelo menos 20 dentes, sem terapia periodontal por cerca de 1 ano. Os sitios de
coleta tiveram uma PS superior ou igual a 5 mm e radiograficamente deveriam
apresentar destruicdo 6ssea. Os dentes selecionados para a coleta de FCG
eram todos naturais, intactos, sem protese e ndo apresentaram disfungdo em

relacdo a ocluséo?'?.

A periodontite foi diagnosticada com base no estudo de Armitage®®
(1996). As amostras foram coletadas por um Unico Examinador Calibrado (EC),
gue ja havia sido calibrado em estudos clinicos anteriores. A avaliacao foi feita
usando uma sonda periodontal milimetrada de Williams (Hu-Friedy, Chicago,
IL, EUA), um espelho bucal e pincas clinicas, todas estéreis e com auxilio de
materiais descartaveis, sob iluminacdo natural. Os seguintes parametros
clinicos periodontais foram avaliados: Nivel Clinico de Insercdo (NCI) e
Profundidade de Sondagem (PS). Os exames foram realizados aleatoriamente
apenas na regido postero-superior, utilizando molares pertencentes a dois
quadrantes diferentes, a sonda periodontal de Williams foi introduzida
gentilmente em cada um dos sitios. Os sitios de coleta foram escolhidos pelo
EC com base em anélise de parametros periodontais e presenca da bolsa

periodontal 2 5 mm.

Para confirmar que os individuos do grupo controle eram soronegativos,
amostras de sangue foram coletadas e foram enviadas ao laboratério de

analise clinica para diagndstico. Um teste de imunoenzimatico do tipo ELISA foi



realizado (DiaSorin, anti-HIV tetra Elisa, Biotest, Alemanha), a qual inclui

antigenos recombinantes, um do envelope e dois antigenos da capside viral’.

Na probabilidade de uma amostra positiva de HIV-1, as amostras de
sangue seriam submetidas ao exame sorologico para anticorpos anti-HIV com
a método imunoenzimético de microparticulas (Axsym-System-Abbott,

Alemanha), seguida da confirmacao pela imunofluorescéncia indireta.

Foram excluidos deste estudo: gravidas, lactantes, diabéticos, fumantes,
pacientes em terapia antimicrobiana sistémica ou local, terapia hormonal ou
qualquer outro analgésico e farmaco anti-inflamatério com um intervalo de pelo

menos 30 dias até a coleta da amostral?.
Coleta das amostras
Parametros clinicos

Os parametros clinicos foram avaliados em todos os dentes, excluindo
0s terceiros molares, e incluidos os parametros: PS e NCI. Foram examinados
seis pontos em cada dente: mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, disto-
lingual, lingual e mesio-lingual. O EC avaliou os pacientes e coletou os dados
clinicos. Os dados foram coletados e a média entre os locais examinados foi

dividida pelo nimero de dentes examinados por paciente.
Coleta do Fluido Crevicular Gengival

As amostras de FCG foram obtidas a partir de 2 sitios nos locais
acometidos pela doenca periodontal, sendo preferencialmente os sulcos
gengivais mesio-vestibulares dos dentes 16 e 26. Apds isolar o dente com um
rolo de algodéao, supragengival e remocéo da placa com curetas de gracey (Hu
Friedy, Gracey, IL, EUA), na gengiva marginal. O sitio crevicular foi
suavemente seco com uma seringa de ar. O FCG foi coletado com pontas de
papel absorvente (ProFlow, Amityville, NY, EUA). As pontas de papel foram
introduzidas no sulco até sentir-se uma leve resisténcia e apos isso
permanecer com a ponta no sulco por por 30 segundos. Pontas contaminadas
por saliva ou sangue foram excluidos do grupo amostrado. Cada ponta foi
colocada em um tubo de poliestireno estéril (Eppendorf, Sigma, CA, EUA) que
foi selado e identificado com dados do paciente e o local onde a amostra foi
coletada?.



Teste ELISA para quantificacéao da IL-10

A concentracdo do mediador imunoinflamatoério presente no FCG foi
avaliado pelo ensaio de imunoabsor¢cao enzimética ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), seguindo as instrucbes do fabricante (eBioscience,
10240 Science Center, San Diego, CA, EUA). Todos os experimentos foram

realizados em duplicatas para cada triplicata bioldgica.
Contagem de linfocitos e carga viral

O grau de comprometimento do sistema imunologico foi avaliado através
dos niveis de LTCD4* e LTCDs*, bem como a carga viral presente nos
prontuarios de pacientes portadores do HIV-1 envolvido na pesquisa. Os
exames foram obrigatoriamente realizados pelo menos 30 dias antes das

amostras serem coletadas.

As contagens foram registradas nos registros médicos individuais dos
pacientes, para serem relacionadas com a IL-10 encontrada no FCG, bem

como o nivel de comprometimento clinico do periodonto.
Quantificacdo de linfécitos TCD4* e TCDs*

As amostras de sangue de individuos soropositivos foram quantificadas
por contagem de linfocitos T usando a técnica de citometria de fluxo
(FacsCalibur, Becton e Dickinson, EUA), usando o kit BD Trucount ™Tubes e
BD multitest, de acordo com o protocolo padrdo recomendado pelo fabricante
(Becton Dickinson, USA) e utilizado na Rede Nacional de quantificagdo de
linfécitos TCD4* e TCDg*2.

Quantificacdo da carga viral plasméatica do HIV-1

A carga viral plasmatica nos individuos portadores do HIV-1 foi
determinada pelo método branched DNA (bDNA), utilizando o kit Versant® HIV-
1 RNA 3.0 Assay bDNA (Bayer Corporation, Massachusetts, USA), através do
equipamento de leitura System 340 bDNA Analyzer (Siemens,Deerfield, USA).

Anélise estatistica

Os dados sobre o nivel de IL-10, os indicadores soroldgicos e o0s
parametros clinicos da periodontite cronica foram submetidos a analises

descritivas e inferenciais. Para determinar a proporcado entre pacientes dos



diferentes géneros que compuseram os dois grupos. Foi utilizado o teste Qui-
quadrado pacientes portadores do HIV-1 e nao portadores. Para verificar
qualquer diferenca de idade entre os pacientes de ambos os grupos, o teste T-
Student foi utilizado. Para Comparar os parametros clinicos da periodontite
cronica (PS e NCI) e o nivel da IL-10, entre pacientes portadores do HIV-1 e
nao portadores, os testes T-Student e Mann-Whitney foram aplicados. O teste
de Spearman foi utilizado para verificar correlagbes entre os parametros
clinicos periodontais e niveis da IL-10. Esses testes também foram usados
para avaliar a correlacdo entre a carga viral e os indicadores sorolégicos
(LTCD4* e LTCDs*) com Niveis de IL-10. O nivel de significancia adotado foi de
5%, e os calculos estatisticos foram realizado no programa SPSS 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA).

Resultados

Dos 33 pacientes, o numero de portadores do HIV-1 foi de 9 do género
masculino (58,3%) e 7 do sexo feminino (41,6%), com a média de 47,1 (+ 6,7)
anos. Os pacientes soronegativos, 9 eram do sexo masculino (52,9%) e 8 do
sexo feminino (47,1%), com a média de 47,0 (x 5,4) anos. O teste qui-quadrado
nao mostrou diferenca significativa entre os grupos quanto a proporcédo de
participantes do sexo masculino e feminino (p = 1.000). O T-Student indicou
gue nao houve diferenca significativa na idade entre os pacientes pertencentes
aos grupos de portadores do HIV-1 e nao-portadores do HIV-1 (p = 0,971). O
T-Student mostrou que o NCI (p = 0,011) e a PS (p = 0,015) foram
significativamente diferentes e maiores em pacientes portadores do HIV-1. O
teste de Mann-Whitney revelou que o nivel de IL-10 n&o apresentou diferenca
significativa entre os dois grupos estudados, como demonstrado na tabela 1.

N&ao foi encontrada correlacéo significativa entre IL-10 e a NCI no grupo
de pacientes portadores do HIV-1 e no grupo controle. Os niveis de IL-10
também néo foram correlacionados com a PD em ambos grupos. A quantidade
de LTCD4* ndo apresentou correlacdo significativa com o nivel de IL-10.
Quanto a LTCDs", sua quantidade nao teve correlacdo com a concentragéo da
citocina estudada. A carga viral ndo teve correlagdo com o nivel de IL-10. Estes

resultados sdo demonstrados na tabela 2.



Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo da citocina e dos parametros
clinicos de periodontite crbnica entre pacientes soropositivos e
soronegativos para HIV-1.

Parametro HIV* HIV- p valor
Nivel clinico de insergéo 7.1(0,7) 6,4 (0.,8)
(mm) p=0,011*
Profundidade de sondagem 6.6 (0,7) 5.9 (0,7)
(mm) p = 0,015*
IL-10 (pg/mL) 1,23 (1,97) 0,60 (0,07)

p = 0,452***

* Valores de p com base no teste t de Student.
** Valor de p com base no teste de Mann-Whitney

*** gignificativo ao nivel de 5%.

Tabela 2 — Resultados do teste de correlagédo de Spearman entre a IL-10 e os
parametros clinicos de periodontite crénica, a sorologia e a carga

viral em individuos portadores e ndo portadores do HIV-1.

Parametro

Nivel clinico Profundidade LTCD4* LTCD8* Carga viral
de insercao sondagem
HIV* p=0,794 p=0,514 p= p= p = 0,894
0,569 0,629
HIV- p = 1,000 p = 1,000 - - -

* significativa ao nivel de 5%.



Discussao

Normalmente, pacientes portadores do HIV-1 apresentam uma
periodontite mais severa. Esta condi¢cdo sistémica agrava a perda do NCI,
comete o aumento da os podendo levar a uma recessao gengival e em
estagios avancados leva a perda dentaria. Devido a imunossupressao dos
pacientes, aumento da carga viral e invasao difusa no tecido gengival por
bactérias oportunistas, fungos e virus, presentes na periodontite, nesses
individuos hd uma maior resposta inflamatoria nos tecidos e uma destruicdo

O0ssea consideravelis.

Em pacientes ndo portadores do HIV-1 quando acometidos pela
periodontite, no FCG varias citocinas ligadas ao processo inflamatério, como a
IL-10, atuam em atividades imunoldgicas, processos pré-inflamatérios e anti-
inflamatorios nos tecidos periodontais para proteger contra a atividade

microbianal4.

No entanto, em individuos portadores do HIV-1, estas reacdes
imunologicas sdo comprometidas levando a uma maior severidade e
progressdo acelerada da periodontite, pois a progressdo da doenca €
determinada por fatores relacionados a resposta imune do hospedeiro e a
viruléncia da bactéria. Por esse motivo, caracteristicas biolégicas e
imunoldgicas como citocinas sdo estudadas na tentativa de avaliar melhor o

comportamento do sistema imunol6gico em pacientes portadores do HIV-11°.

A interleucina-10 é uma citocina anti-inflamatéria que inibe a producao
de citocinas pré-inflamatérias®®. A IL-10 pode atenuar a resposta inflamatéria e
exercer um efeito imunossupressor e imunoestimulante, atuando em uma
grande variedade de tipos celulares'®. Também atua como reguladora da
resposta imune inata e adquirida, a IL-10 suprime a producdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatérias, induz a proliferacdo de linfocitos B e ativacdo de

células natural killer16.17,

Com base em suas atividades bioldgicas, é evidente que a reducédo da
producéo de IL-10 estd associada, com maior susceptibilidade, a qualquer tipo
de doenca infecciosa!®. Por isso, alguns estudos analisaram a participacédo

desta citocina em doencas infecciosascomo as doencas periodontais e peri-



implantes!®l’. A periodontite é provavelmente a doencga cronica mais comum
em adultos. Varios estudos mostraram que o perfil das citocinas produzidas
localmente pode ser relevante para a destruicéo periodontal®.

Neste estudo, a NCI e a PS foram significativamente maiores em
pacientes portadores do HIV-1 em comparacdo com O0S pacientes néao
portadores do HIV-1, o que demonstra a interferéncia da infeccao pelo HIV-1
na histéria natural da doenca periodontal'®*®, No entanto, essa relacdo nédo é

bem definida em estudos predecessores?®.

O presente estudo utilizou parametros clinicos periodontais tradicionais
para determinar o nivel da IL-10 em pacientes portadores do HIV-1 e em
pacientes ndo portadores do HIV-1 com periodontite cronica. Os parametros
escolhidos para a analise consideram a realidade das clinicas publicas ou
privadas, onde métodos simples e rapidos sédo utilizados para
acompanhamento clinico. A IL-10 avaliada no presente estudo, ndo apresentou
diferencas significativas nos grupos estudados em relagdo com os parametros

clinicos1>20,

A IL-10 suprime a resposta imune e, assim, modula a producédo de
outras citocinas, de acordo com Ujiie et al.?* (2016) e Jaradat et al.?? (2012),
existe um aumento dos niveis de IL-10 na presenca da infeccdo pelo HIV. Em
contraste, Teles et al.?® (2009) ndo obtiveram niveis relevantes de IL-10, o que
corrobora com a presente pesquisa que obteve niveis baixos de IL-10 em
portadores e nao portadores do HIV-1. Neste estudo, a IL-10 mostrou niveis
baixos em pacientes portadores do HIV-1 e ndo portadores; Estes niveis mais
baixos de IL-10 sdo caracteristicos do declinio na resposta Thz, e também
foram observados por Silveira et al.1” (2016), Cullinan et al.?* (2008) e Lappin et
al.?> (2001), o que pode sugerir uma deficiéncia no controle da resposta imune
dirigida contra agentes patogénicos, resultando em uma inflamagéo

exacerbada.

De acordo com Silveira et al.l” (2016), as -caracteristicas de
quimioatracdo de células produtoras de IL-10 podem controlar o potencial
destrutivo da doenca. Como a IL-10 estd associada com supressao da
reabsorcdo 0ssea, sua baixa expressdo em pacientes com periodontite crénica

seria relacionada a forma mais grave da doenca.
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Os niveis baixos de IL-10 foram encontrados em ambos 0s grupos.
Como a citocina estudada esta envolvida na regulacdo das respostas
inflamatdrias, sugere-se que os baixos niveis desta molécula, observados entre
pacientes com periodontite crbénica, contribuem para o desenvolvimento e
agravamento da doenca. Também como resultado, a IL-10 ndo mostrou

diferenca significativa com a carga viral?324.

A andlise do perfil de citocinas na periodontite crénica nao visa substituir
os exames clinicos rotineiramente utilizados, mas pode complementar a
avaliacdo clinica, esta andalise poderia ajudar no diagnéstico e no
desenvolvimento de possiveis intervengfes terapéuticas a periodontite. Os
dados clinicos correlacionados aos niveis de citocinas no FCG podem elucidar
o padrdo da resposta imune local, auxiliando uma melhor compreensédo da
patogénese da periodontite, especialmente em individuos com outras infec¢des

cronicas, como a infecgdo causada pelo HIV-124-26,

A doenca periodontal demonstrou ser mais severa em pacientes
portadores do HIV-1 com periodontite, esperava-se que o0s niveis de IL-10
fossem menores pois € uma citocina com atividade antiinflamatéria inata e
adquirida. No entanto, os resultados no presente manuscrito concluem que
esta citocina nao interfere na atividade e severidade da doencga periodontal de
pacientes imunocomprometidos. Os niveis de IL-10 no fluido crevicular gengival
nao teve influéncia nos parametros clinicos periodontais, de acordo com
nossos resultados, ndo conseguimos encontrar correlagbes entre 0s niveis

séricos de linfécitos, carga viral e os niveis da IL-10.
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Bioassay-guided isolation of proanthocyanidins with antioxidant activity from
peanut (Arachis hypogaea) skin by combination of chromatography techniques.
Food Chem. Forthcoming 2016 Feb 1.

ETHICAL PRINCIPLES AND REGISTRATION OF CLINICAL TRIALS
Experimental procedures in humans and animals

The Brazilian Journal of Oral Sciences reassures the principles incorporated in the
Helsinky Declaration and insists that all research involving human beings, in the
event of publication in this journal, be conducted in conformity with such principles
and others specified in the respective ethics committees of authors' institution. In
the case of experiments with animals, such ethical principles must also be followed.
When surgical procedures in animals were used, the authors should present, in the
Material and methods section, evidence that the dose of a proper substance was
adequate to produce anesthesia during the entire surgical procedure. All
experiments conducted in human or animals must accompany a description, in the
Material and methods section, that the study was approved by the respective Ethics
Committee of authors' affiliation and provide the number of the protocol approval.
The Editor-in-Chief and the Editorial Board reserve the right to refuse manuscripts
that show no clear evidence that the methods used were not appropriate for
experiments in humans or animals.

Clinical Trial Registration - International Standard Randomized Controlled Trial
Number (ISRCTN)

The Brazilian Journal of Oral Sciences supports the policies of the World Health
Organization (WHO) and the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMIE) for the registration of clinical trials. The journal recognizes the importance
of such initiatives for the registration and international publication of clinical studies
with an open access. Therefore, the Brazilian Journal of Oral Sciences will publish
only those clinical trials that have previously received an identification number, the
ISRCTN, validated by the criteria established by the WHO and ICMJE. The WHO
defines clinical trials as "any research study that prospectively assigns human
participants or groups of humans to one or more health-related interventions to
evaluate the effects on health outcomes. Interventions include but are not
restricted to drugs, cells and other biological products, surgical procedures,
radiologic procedures, devices, behavioral treatments, process-of-care changes,
preventive care, etc".

In order to register a clinical trial, please access one the following addresses:

Register in the Clinicaltrials.gov
URL: http://prsinfo.clinicaltrials.gov/



http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/pesquisa_nacional_saude_bucal.pdf
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/pesquisa_nacional_saude_bucal.pdf
http://prsinfo.clinicaltrials.gov/
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Register in the International Standard Randomized Controlled Trial Number
(ISRCTN)
URL: http://www.controlled-trials.com/

ANY QUERIES SHALL BE SOLVED BY THE EDITOR-IN-CHIEF AND EDITORIAL
BOARD

SUBMISSION OF THE MANUSCRIPT

Manuscripts must be submitted in English in
URL: https://mc04.manuscriptcentral.com/bjos-scielo. Important:
ScholarOne™ allows upload of a set of files up to 10 MB.

The evaluation process of manuscript's scientific content will only be initiated after
meeting of all the requirements described in the present Instructions for Authors.
Any manuscript that does not meet these requirements will be returned to the
corresponding author for adaptations.

Authors whose primary language is not English must have their article reviewed by
a native English speaker. The decision of acceptance for publication belongs to the
Editors and is based on the recommendation of the Editorial Board and/or ad hoc
reviewers. The technical review and gramar/style revision as per the English
language, will be charged to the author at the time of acceptance.

The corresponding author should retain the original file in Word format as well as
illustrations (when applicable).

The original file (Word format) containing the main manuscript must be submitted
without the authors' identification and affiliations. The cover page must be
submitted as a supplementary file (Title Page) containing the names of the authors,
affiliations and correspondence address.

Illustrations must be submitted as supplementary files according to the
specifications regarding the form and preparation of manuscripts.

The submission Form (Copyright transfer, Responsibilities of the authors and
Release of conflict of interest) signed by ALL the authors, must be submitted as a
supplementary file containing the following text — use "Choose File Designation"
"Supplemental File NOT for Review" in System:

By signing the Submission Form, the authors' state:

Copyright transfer: In the event of publication of the above mentioned
manuscript, we, the authors, transfer to the Brazilian Journal of Oral Sciences all
rights and interest of the manuscript. This document applies to translations and any
preliminary presentation of the contents of the manuscript that has been accepted,
but yet not published. If any authorship modification occurs after submission, a
document of agreement of all authors is required to be kept by the Editor-in-Chief.
Exclusion of authors may only be accepted by his/her own request.

It's necessary to send the signed Copyright Form in PDF with complete name and e-
mail of all the authors together with the manuscript.


http://www.controlled-trials.com/
https://mc04.manuscriptcentral.com/bjos-scielo
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It is necessary to send the Ethical Committee Certificate together with the
manuscript.

Responsibilities of the authors: I hereby state that:

e The content of the article is original and does not consist of plagiarism or
fraud;

e The work is not under consideration or will be submitted to other journal
until a final decision is issued by this journal;

e I have effectively contributed to this work and I am familiar with its
contents;

e I have read it and assume the responsibility for its contents. I understand
that if the work, or part of it, is considered deficient or a fraud, I take shared
responsibility with the other authors.

Release of conflict of interest:

e o All my affiliations, corporate or institutional, and all sources of financial
support to this research are properly acknowledged, except when mentioned
in a separate letter. I certify that do not have any commercial or associate
interest that represents a conflict of interest in connection with the
submitted manuscript.

PRINT NAME OF ALL AUTHORS: SIGNATURE:
E-MAIL: DATE:

Checklist for Authors

1. Submission form (in "Supplemental File NOT for Review" system).
2. Title Page file

3. Main document (Main text file — Abstract, Introduction, Material and
methods, Results, Discussion and References)

1
2
3
4. 4. lllustrations (should be submitted individually in separate files - not
inserted in the text file)

5

6

5. Supplementary documents, if applicable (in "Supplemental File NOT for
Review" system) - Protocol approval Ethics Committee, etc.

6. Verify technical normalization.

ONLINE EARLY

Online Early articles are complete full-text articles published online in advance of
their publication in a issue. Articles are therefore available as soon as they are
ready, rather than having to wait for the next scheduled issue. Online Early articles
are complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited for
publication, and the authors' final corrections have been incorporated. Because they
are in final form, no changes can be made after online publication. The nature of
Online Early articles means that they do not yet have issue or page numbers.



