@
UEPB
UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

ESTUDO DA IMUNOEXPRESSAO DAS GALECTINAS -1, -3E -7 EM
CERATOCISTOS ODONTOGENICOS ISOLADOS E ASSOCIADOS A
SINDROME DE GORLIN

MARAYZA ALVES CLEMENTINO

CAMPINA GRANDE - PB
2018



MARAYZA ALVES CLEMENTINO

ESTUDO DA IMUNOEXPRESSAO DAS GALECTINAS -1, -3E -7 EM
CERATOCISTOS ODONTOGENICOS ISOLADOS E ASSOCIADOS A
SINDROME DE GORLIN

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Odontologia da Universidade Estadual da
Paraiba, como parte dos requisitos para obtencéo
do titulo de Doutor em Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Cassiano Francisco Weege Nonaka

CAMPINA GRANDE - PB
2018



E expressamente proibido a comercializacdo deste documento, tanto na forma impressa como eletronica.
Sua reproducéo total ou parcial é permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducao figure a identificacdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

C626e  Clementino, Marayza Alves.
Estudo da imunoexpressao das galectinas -1, -3 e -7 em
ceratocistos odontogénicos isolados e associados a Sindrome
de Gorlin [manuscrito] / Marayza Alves Clementino. - 2018.

82 p. :il. colorido.
Digitado.

Tese (Doutorado em Odontologia) - Universidade Estadual
da Paraiba, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude , 2018.

"Orientacéo : Prof. Dr. Cassiano Francisco Weege Nonaka
, Coordenacao do Curso de Odontologia - CCBS."
1. Ceratocisto odontogénico. 2. Sindrome de Gorlin. 3.
Galectinas. 4. Imuno-histoquimica. |. Titulo
21. ed. CDD 617.6

Elaborada por Estela F. P. dos Santos - CRB - 15/841 BCIA1/UEPB




MARAYZA ALVES CLEMENTINO

ESTUDO DA IMUNOEXPRESSAO DAS GALECTINAS -1, -3 ¢-7 EM
CERATOCISTOS ODONTOGENICOS ISOLADOS E ASSOCIADOS A

SINDROME DE GORLIN

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia da Universidade
Estadual da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Doutor

em Odontologia.

Aprovada em 31/07/2018

BANCA EXAMINADORA

GPGodor

Prof. Dr. Gustavo Pina Godoy/ UFPE
Membro titular (1° Examinador)

)

o

Prof. Dr. Paulo Rogério Ferreti Bonan/ UFPB
Membro titular (2° Examinador)

S Sk SO

Profa. Dra. Pollianna Muniz Alves/ fJEPB

Membro titular (3* Examinadora)
: |

- _ : /
(2520w

Prof. Dr. Manuel Afitonio Gordén-Nuiez/ UEPB
Membro titular (4° Examinador)

Prof. Dr. Cassiano Francisco Weege Nonaka/ UEPB
Membro titular (Orientador)



DEDICATORIA




Ao meu orientador, por todo incentivo,
conhecimento e esfor¢o dedicado para que esta
tese fosse concluida com o éxito. A minha
familia que nunca mediu esforcos para as
minhas realizagdes e a0 meu noivo, por todo
auxilio e compreensao.



AGRADECIMENTOS




AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao meu orientador, Professor Dr. Cassiano Francisco Weege Nonaka, que ao longo destes
quatro anos, me ensinou além da Patologia, pois me instruiu, com muita paciéncia e atencao,
como ser resiliente.

Enfrentar um doutorado com &rea de concentracdo em Patologia ndo estava nos meus planos.
Na graduacéo, Patologia passava longe de ser minha disciplina preferida e por isso,
inicialmente eu pensei em desistir. Vieram os projetos que, por alguma razdo, da qual eu ndo
lembro mais, foram impossibilitados de ser realizados, entre eles; “Avaliar qualidade de vida
em pacientes com mucosite” ou “Laserterapia de baixa intensidade na mucosite oral — relacéo
com a expressdo de mediadores inflamatorios”; o que me fazia pensar que minha adaptagdo a
troca de linha de pesquisa parecia ndo estar caminhando bem. Mas enquanto os projetos nédo
se tornavam oficialmente a minha pesquisa, fui ganhando tempo para construir uma amizade
e admiracdo pelo meu orientador que parecia ndo medir esfor¢os para me mostrar o quanto
patologia poderia ser sedutora e cativante.

Sou grata pela confianga depositada em mim e por ndo desistir de me orientar quando eu
pensei em desistir. Obrigada pela oportunidade de aprender aquilo que tinha ficado
incompreendido 1a na época da graduacao. Todos os dias no laboratdrio foram prazerosos, de
imenso aprendizado e de conhecimentos para a formacéo profissional e para a vida. Sou grata
pelas oportunidades que vocé me permitiu abracar, pelo tempo que dedicou explicando algo
mais de uma vez para que eu pudesse compreender, e pela quantidade de dias que o senhor
ficou até mais tarde no laboratorio, passando do seu horario, para que as atividades fossem
concluidas com sucesso.

Muito obrigada pelo empenho, dedicacdo e compromisso para que eu chegasse até aqui, e
pudesse concluir a minha tese de doutorado pelo Programa de Pds-Graduacdo em
Odontologia da UEPB.



AGRADECIMENTOS

A Deus por todos os planos e realizacGes que Ele me ofertou ao longo desta caminhada.

A minha familia, principalmente as minhas mées, Ivone e L&da, por todo amor e toda
dedicacgdo. Sou grata por todos os esforgos que vocés dedicaram em prol da minha educacéo.
Mesmo sentindo o peso da distancia, vocés me encorajaram sempre na busca dos meus

desejos e realizagoes.

Ao meu noivo Brunno, que me encorajou todos os dias e permaneceu acordado ao meu lado
para que eu ndo dormisse nas noites que eu precisava estudar. Que compreendeu as minhas

auséncias e sempre me incentivou, com muito orgulho, a seguir o caminho da p6s-graduacéo.

A Lorena e Léo, meus irmaos, que sempre demostram admiragdo por tudo que faco e me
colocam na posicao de exemplo. Espero ser sempre o melhor exemplo para vocés. Que bom

gue sou a primogeénita, e posso acompanhar o crescimento e evolucédo de voceés.

A Fabiana e Emanuene que cuidaram com muito carinho da minha tese, das imunos e
fotografias quando eu estive ausente. Nao existe agradecimento em palavras que possa
expressar toda a gratidao que sinto por todos 0s momentos que vocés se dedicaram ao meu

auxilio para gue estéa tese fosse concluida.

A Hellen e Luana, as primeiras amigas do laboratorio, aquelas que além de tornar o
ambiente agradavel, sempre estavam dispostas a ensinar e ajudar. A atencao de voceés foi

essencial no inicio dessa jornada. Como vocés sempre falavam, somos irmas de orientacéo e



lacos de irmandade sédo para uma vida inteira. Sinto muito orgulho do caminho que cada

uma esta tracando e torgo para que 0 SUCesso sempre esteja com voces.

A Ana Luzia e Denise, além de técnicas, amigas, sempre dispostas a nos ajudar e ensinar.

Além de ouvir e aconselhar sempre que foi necessario.

A todos os amigos do laboratorio, Luan, Matheus, Rodolfo, Robeci, Livia, Marina, Ingrid e
Jamesson. N&ao existe ambiente mais agradavel na UEPB, para estudar e fazer amigos. Sou

grata pela convivéncia diaria, pela troca de conhecimento e pela auxilio mutuo.

As minhas amigas Monalisa e Betania. Nos sonhamos com a aprovacéo do doutorado,
idealizamos nossos projetos, percorremos o caminho sempre, uma auxiliando a outra e juntas

concretizamos nossos sonhos. Sou grata por toda amizade e generosidade

A professora Doutora Ana Flavia Granville-Garcia, minha primeira orientadora, da
graduacao até o mestrado, e minha mée na UEPB. Tenho muito amor, respeito e admiragao
por vocé. Muito obrigada por todos os ensinamentos, e por acompanhar essa minha
trajetoria do doutorado como uma mae zelosa, sempre torcendo e rezando para que a filha

tivesse sucesso.

Aos meus colegas de Doutorado, Renally, Roniery e Andreia.

Ao Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba, onde, com muito

orgulho, conclui minha graduacao, mestrado e agora o doutorado.



Aos professores, Dra. Daniela Pita e Dr. Cassiano Nonaka, coordenadores do Programa de

Po6s-Graduacgdo em Odontologia da UEPB pelo incentivo e apoio durante o doutorado.

Aos professores, Prof. Dr. Gustavo Pina Godoy, Prof. Dr. Paulo Rogério Ferreti Bonan,
Profa. Dra. Poliana Muniz Alves, Prof. Dr. Manuel Antonio Gorddn-Nufez que gentilmente

aceitaram participar da minha banca.

Ao Laboratorio de Histopatologia Oral da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) que

gentilmente cedeu alguns casos para auxiliar na amostra deste estudo.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelos auxilios

financeiros que possibilitaram a realizac&o deste trabalho.



RESUMO




RESUMO

O ceratocisto odontogénico (CO) é um cisto odontogénico de desenvolvimento que se
caracteriza pelo comportamento potencialmente agressivo e pela associagdo, em alguns casos,
com a sindrome de Gorlin. Estudos tém sugerido que os COs associados a sindrome de Gorlin
exibem maior capacidade de crescimento e infiltragdo em comparacao aos COs isolados. Além
disso, pesquisas tém enaltecido a participacdo de proteinas multifuncionais, designadas
galectinas, especialmente as galectinas-1, -3 e -7, no desenvolvimento dos cistos odontogénicos
inflamatorios. Dessa forma, o presente estudo se propds a avaliar a imunoexpressao das
galectinas-1, -3 e -7 em COs isolados primarios e recorrentes e COs associados a sindrome de
Gorlin. A amostra foi constituida por 20 casos de COs isolados primarios, oito casos de COs
isolados recorrentes e 20 casos de COs associados a sindrome de Gorlin. A imunoexpressao
das galectinas-1, -3 e -7 foi avaliada no componente epitelial das lesdes, estabelecendo-se os
percentuais de células positivas (nuclear e citoplasméatica/ membranar) e o predominio da
imunorreatividade nas camadas epiteliais. Os dados obtidos com a avaliagdo da expressao de
galectina-1 foram submetidos apenas a analise estatistica descritiva. Em relacdo as galectinas-
3 e -7, comparacOes entre as medianas dos percentuais de imunopositividade (nuclear e
citoplasmatica/ membranar) foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Possiveis correlagdes entre as imunoexpressdes das galectinas-3 e -7 foram avaliadas
por meio do teste de correlagdo de Spearman. Para todos os testes utilizados neste estudo, foi
considerado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Em todos os grupos avaliados, foi
constatada uma maior frequéncia de casos negativos para galectinas-1 e -3. Os poucos casos de
COs imunopositivos para essas galectinas exibiram baixos percentuais de positividade, sem
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05). Todos os casos de COs
exibiram expressdo de galectina-7, com percentuais de positividade relativamente altos e
predominio de imunorreatividade em camada parabasal/ superficial. Ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de COs em relagdo aos percentuais de
positividade nuclear e citoplasmatica/ membranar de galectina-7 (p > 0,05). Em todos os grupos
de COs, foram observadas correlagcdes positivas entre as imunoexpressdes nucleares e
citoplasmaticas/ membranares, tanto para a galectina-3 como para a galectina-7 (p < 0,05). Os
resultados do presente estudo sugerem que as diferencas no comportamento biolégico de COs
isolados e associados a sindrome de Gorlin ndo estdo relacionadas as imunoexpressdes das
galectinas-1, -3 e -7. A galectina-7 pode desempenhar importantes funcdes na patogénese dos
COs. Por outro lado, os achados desta pesquisa sugerem uma menor participacdo das galectinas-
1 e -3 no desenvolvimento dessas lesdes.

Palavras-chave: Ceratocisto odontogénico. Sindrome de Gorlin. Galectinas. Imuno-

histoquimica.
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ABSTRACT

Odontogenic keratocyst (OKC) is an odontogenic developmental cyst characterized by
potentially aggressive behavior and the association, in some cases, with Gorlin syndrome.
Studies have suggested that OKCs associated with Gorlin syndrome exhibit increased growth
and infiltration capacity compared to isolated OKCs. In addition, studies have highlighted the
participation of multifunctional proteins, named galectins, especially galectins-1, -3 and -7, in
the development of inflammatory odontogenic cysts. Thus, the present study aimed to evaluate
the immunoexpression of galectin-1, -3 and -7 in isolated primary and recurrent OKC, and OKC
associated with Gorlin syndrome. The sample consisted of 20 cases of isolated primary OKC,
eight cases of isolated recurrent OKC and 20 cases of OKC associated with Gorlin syndrome.
Galectin-1, -3 and -7 immunoexpression was evaluated in the epithelial component of the
lesions, establishing the percentage of positive cells (nuclear and cytoplasmic/ membrane) and
the predominance of immunoreactivity in the epithelial layers. The data obtained with the
evaluation of galectin-1 expression were only submitted to descriptive statistical analysis. For
galectin-3 and -7, comparisons between median percentages of immunopositivity (nuclear and
cytoplasmic/ membrane) were performed using the non-parametric Mann-Whitney test.
Possible correlations between the galectin-3 and -7 immunoexpressions were assessed using
the Spearman correlation test. For all the tests used in this study, a significance level of 5% (p
< 0.05) was considered. In all groups evaluated, a higher frequency of negative cases was
observed for galectin-1 and -3. The few cases of OKC immunopositive for these galectins
exhibited low percentages of positivity, with no statistically significant differences between
groups (p > 0.05). All cases of OKC exhibited galectin-7 expression, with relatively high
percentages of positivity and predominance of parabasal/ superficial immunoreactivity. There
were no statistically significant differences between OKC groups regarding nuclear and
cytoplasmic/ membrane expression of galectin-7 (p > 0.05). In all OKC groups, positive
correlations were observed between nuclear and cytoplasmic / membrane immunoexpression
for both galectin-3 and galectin-7 (p < 0.05). The results of the present study suggest that the
differences in the biological behavior of isolated OKCs and OKCs associated with Gorlin
syndrome are not related to the immunoexpressions of galectin-1, -3 and -7. Galectin-7 may
play important roles in the pathogenesis of OKCs. On the other hand, the findings of this
research suggest a smaller participation of galectin-1 and -3 in the development of these lesions.

Keywords: Odontogenic keratocyst. Gorlin syndrome. Galectins. Immunohistochemistry.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O ceratocisto odontogénico (CO) é definido pela Organizacdo Mundial de Satude como
um cisto de desenvolvimento originario dos remanescentes da lamina dentaria (SPEIGHT et al,
2017). Sua patogénese tem sido associada a mutagdes no gene PTCHL1, as quais determinam a
ativacdo da via de sinalizagdo SHH e resultam em proliferagéo aberrante dos remanescentes
epiteliais odontogénicos (KADLUB et al, 2013; HU et al, 2016; SPEIGHT et al, 2017).
Aproximadamente 5% dos COs estdo associados a uma condi¢do autossémica dominante que
tem como principais caracteristicas a presenca de multiplos COs, carcinomas basocelulares e
anomalias de desenvolvimento, denominada sindrome de Gorlin (FUJII, MIYASHITA, 2014;
SPEIGHT et al, 2017; NILESH et al, 2017; AKBARI et al, 2018).

Estudos tém reportado que os COs isolados, em comparacdo com os COs associados a
sindrome de Gorlin, apresentam um comportamento bioldgico menos agressivo, caracterizado
por um menor potencial de crescimento e infiltracdo dos tecidos, bem como por uma menor
tendéncia ao desenvolvimento de recorréncias (MANFREDI et al, 2004; DIAZ-FERNANDEZ
et al, 2005; TITINCHI; NORTJE, 2012; KAHRAMAN et al, 2018). Neste sentido, pesquisas
revelam que as diferencas no comportamento biologico de COs isolados e associados a
sindrome de Gorlin podem estar relacionadas a composic¢ao da matriz extracelular (AMORIM
et al, 2004), a expressdo de proteases e proteinas envolvidas na remodelacdo Ossea
(CAVALCANTE et al, 2008; LEONARDI et al, 2010; HONG et al, 2014), bem como as
caracteristicas dos fibroblastos existentes na capsula das lesdes (HONG et al, 2014).

Por outro lado, estudos sobre a presenga de miofibroblastos (NONAKA et al, 2012) e
sobre a expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular (FIGUEROA et al, 2010), ao reparo
do DNA (DE BRITO MONTEIRO et al, 2015) e ao transporte de glicose (LEITE et al, 2017)
ndo constataram diferencas significativas entre COs isolados e associados a sindrome de Gorlin.
Dessa forma, os mecanismos responsaveis pelas diferengas no comportamento bioldgico dessas
lesbes permanecem incompletamente compreendidos.

No desenvolvimento de lesbes cisticas, com destaque para a doenca renal policistica,
estudos tém enaltecido a participacdo das galectinas (VALKOVA et al, 2005; CHIU et al, 2006;
OLSAN et al, 2018). As galectinas sdo uma familia de proteinas que se ligam a glicanos
especificos, através de informagdes capturadas dentro do glicoma. Sdo B-galactosideos
associados a lectinas, definidos por compartilhar uma sequéncia de aminoacidos do dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC) (KALTNER; GABIUS, 2012; BRINCHMANN;
PATEL; IVERSEN, 2018).
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Quinze proteinas da familia das galectinas foram identificadas em mamiferos
(RAPOPORT; BOVIN, 2015). Com base na organizacao estrutural dos DRCs, as galectinas sao
divididas em trés tipos: protétipo, quimera e repeticdes em tandem (BRINCHMANN; PATEL;
IVERSEN, 2018). Galectinas prototipo (-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -15) tétm um DRC e
geralmente formam dimeros ndo covalentes. As galectinas tipo repeticdes em tandem (-4, -6, -
8, -9, -12) contém dois DRCs (N-DRC e C-DRC) unidos por um peptideo de ligagdo curta. A
tipo quimera, por sua vez, € representada apenas pela galectina-3 que tem dois dominios
distintos, ou seja, um dominio C com o DRC e outro N-terminal com elemento regulador, que
contém regibes semelhantes ao coldgeno (RAPOPORT; BOVIN, 2015; CHAUDOIN;
BONASERA, 2018).

As galectinas podem ser expressas tanto no meio intracelular, como no extracelular.
Elas ndo contém uma sequéncia de sinal classico ou um dominio transmembranar e séo
segregadas por células através de vias de sinalizacdo nao classicas. Algumas galectinas, como
as galectinas-1, -3, -8 e -9, tém ampla distribui¢do nos tecidos e outras, tais como as galectinas-
4, -5 e -6, sdo tecido-especificas (PANJWANI, 2014). Como funcdes das galectinas, alguns
estudos sugerem que elas atuam na adesdo (TADOKORO et al, 2009; DISKIN et al, 2009),
migracéo celular (LAGANA et al, 2006; SARAVANAN et al, 2009), na resposta imune (LIU;
RABINOVICH, 2010) e na angiogénese (THIJSSEN et al, 2007; DELGADO et al, 2011). Além
das funcdes citadas, as galectinas também atuam na polaridade, quimiotaxia, proliferacéo,
apoptose e diferenciacdo tecidual. Estas fungdes estdo relacionadas com a especificidade das
galectinas por diferentes oligossacarideos presentes no meio celular (WADA et al, 2001;
HIRABAYASHI et al, 2002; PENA et al, 2014).

A galectina-1 é uma galectina do tipo protétipo, contendo um DRC, cuja expressao pode
ser identificada em tecido adiposo (RHODES et al, 2013), células estromais no timo,
linfonodos, células endoteliais (PERILLO et al, 1995; BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN,
2018) e células da placenta (THAN et al, 2008). A galectina-1 é uma proteina de 14,5 kDa que
modula vias de sinalizacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular e desempenha papéis criticos
no controle da inflamacgéo aguda e cronica e da neovascularizac¢do (LIU; YANG; HSU, 2012;
THIJSSEN; GRIFFIOEN, 2014; CARLOS et al, 2018). Ha& também grande evidéncia que a
galectina-1 contribui para diversas etapas da cascata de angiogénese, incluindo a proliferacao e
migracgdo de células endoteliais, alem da formacéo de brotos vasculares (THIJSSEN et al, 2010;
ITO et al, 2011; D'HAENE et al, 2013). Estudos tém destacado, ainda, o envolvimento da
galectina-1 na modulacdo de interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, vias de

sinalizacdo e adesdo celular, além da apoptose (VALKOVA et al, 2005).
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A galectina-3, Unica representante do tipo quimera, pode ser expressa por diversos tipos
celulares, incluindo células epiteliais, mondcitos, macrofagos, células dendriticas, eosinéfilos,
células Natural Killer, linfécitos T e B ativados (OLIVEIRA et al, 2014; BRINCHMANN;
PATEL; IVERSEN, 2018; JOHANNES; JACOB; LEFFLER, 2018). Esta galectina é capaz de
regular diversos aspectos da resposta inflamatoria, incluindo a ativagcdo de células T,
mastocitos, neutrdéfilos e monaocitos, a inibicdo da produgdo de interleucina-5 (IL-5) e o
estimulo a liberacdo de mediadores quimicos e espécies reativas de oxigénio (VARKI et al,
2009). Também tem sido relatado que a galectina-3 enddgena desempenha um papel na
fagocitose exercida pelos macréfagos, caracterizando-se como um mediador pré-inflamatorio.

Além dos processos descritos anteriormente, estudos tém destacado o envolvimento da
galectina-3 em varios fendmenos bioldgicos, incluindo crescimento, adesdo e diferenciacédo
celulares, angiogénese e apoptose (FARIA et al, 2011; FUNASAKA, RAZ, NANGIA-
MAKKER, 2014; MESQUITA et al, 2016; DONG et al, 2018). No contexto da apoptose, ha
evidéncias de que a expressdo nuclear dessa proteina esteja relacionada a atividades pro-
apoptoticas e a expressdo citoplasmatica a atividades antiapoptoticas (SAUSSEZ et al, 2008;
MESQUITA et al, 2016; DIAO et al, 2018).

Assim como a galectina-1, a galectina-7 contém um DRC e é capaz de formar dimeros
ndo covalentes, caracterizando-se como uma galectina tipo prototipo. Sua expresséo tem sido
observada nos epitélios estratificados, incluindo aqueles localizados na epiderme, cdrnea,
cavidade oral e es6fago (SAUSSEZ; KISS, 2006; GENDRONNEAU et al, 2008). Dentre as
diversas funcdes sugeridas para a galectina-7, estudos tém enaltecido sua participacdo na
regulacdo do crescimento, proliferacdo e migracdo celulares, da angiogénese e da apoptose
(KAUR et al, 2016). Pesquisas também destacaram que a superexpressdo da galectina-7 em
camundongos pode resultar na perda de junc@es celulares no tecido epitelial, levando a defeitos
no reparo de feridas (GENDRONNEAU et al, 2015).

Com essas caracteristicas e participando de tantas funcdes bioldgicas, as galectinas
também tém sido associadas ao desenvolvimento de lesdes cisticas. Em estudo com
camundongos, Valkova et al (2005) constataram que a galectina-1 do meio extracelular pode
estar envolvida na progressdo da doenca renal policistica, em decorréncia de sua associacdo
direta a policistina/ fibrocistina nos cilios primarios para formar um complexo de osmose
mecanossensor. A sinalizacdo celular a jusante deste complexo pode envolver a liberacdo de
Ca2* ou outras vias osmossensoras. Alteracdes nessa via de transducéo de sinal podem afetar a

tubulogénese, levando a defeitos na polaridade celular e na cistogénese.
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Chiu et al (2006) também exploraram a expressdo das galectinas nos rins e doencas
renais, em modelo murino. Os autores observaram que, durante a nefrogénese, a galectina-3 é
expressa no broto urindrio ramificado e nos derivados do ducto coletor. Além disso, ela é
importante para o crescimento dos ductos e para sua diferencia¢do terminal. Conforme Chiu et
al, (2006), a auséncia de expressdo de galectina-3 pode favorecer a formagéo precoce de cistos
na doenca renal policistica. Por outro lado, os autores ressaltam que a expressdo endogena de
galectina-3 é insuficiente para inibir completamente a formacao das lesdes cisticas.

Um estudo mais recente, desenvolvido por Olsan et al (2018), demonstrou que a
expressdo da galectina-3 é regulada de varias formas na doenga renal policistica. A expressao
aberrante dessa proteina, no contexto da doenca renal policistica, pode ser mediada pela
interleucina-13 (IL-13). De acordo com Olsan et al (2018), altos niveis de I1L-13 estimulam a
expressao de galectin-3 e favorecem a ativacdo de STAT®6. Esta ultima, por sua vez, funciona
como ativador de células epiteliais cisticas e contribui para a progressao da doenca. Nesse
contexto, a IL-13 poderia constituir um possivel alvo terapéutico na doenca renal policistica
(OLSAN et al, 2018).

Estudos sobre as galectinas em cistos odontogénicos sdo escassos, merecendo destaque
os realizados por Oliveira et al (2014) e Brito et al (2018). Oliveira et al (2014) avaliaram a
expressao de receptores Toll-like (TLRS) e galectinas-3 e -9 em cistos radiculares e granulomas
periapicais. Os autores observaram que a expressdo dessas proteinas nessas lesdes estava
associada a inflamacdo periapical reativa. De acordo com Oliveira et al (2014), a patogénese
das lesbes periapicais estd associada a um complexo de interacdes entre moléculas bioativas
envolvidas nas respostas imunoinflamatorias. A modulacdo dessas moléculas bioativas pode
ser um mecanismo importante envolvido na regulacdo de lesdes periapicais inflamatdrias
(OLIVEIRA et al, 2014).

Brito et al (2018) avaliaram as imunoexpressoes das galectinas-1, -3 e -7 em granulomas
periapicais, cistos radiculares e cistos radiculares residuais. As lesGes apresentaram altos niveis
de expressdo de galectina-1 em células do tecido conjuntivo, o que poderia estar relacionado a
uma tentativa de controle local do processo inflamatério. Em relagdo a galectina-3, foram
constatados baixos niveis de expressdo, sugerindo um papel secundario para essa proteina nos
mecanismos imunoinflamatorios que ocorrem nas lesdes periapicais. Por sua vez, foram
observados indices elevados de positividade para galectina-7, especialmente no revestimento
das lesdes cisticas com epitélio hiperplésico. De acordo com Brito et al (2018), as galectinas-1
e -7 podem desempenhar funcdes importantes na patogénese de granulomas periapicais, cistos

radiculares e cistos radiculares residuais.
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Embora o papel multifuncional das galectinas ja tenha sido investigado em diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, pouco se sabe sobre a participacdo das mesmas na
patogénese de lesdes cisticas odontogénicas, incluindo os COs (PubMed Database — acesso em
24/07/2018). Dessa forma, o presente estudo se prop6s a avaliar, por meio de imunoistoquimica,
a expressdo das galectinas-1, -3 e -7 em COs isolados primarios e recorrentes e COs associados
a sindrome de Gorlin, com a finalidade de fornecer subsidios para melhor compreensdo das

diferencas no comportamento biologico entre lesdes isoladas e associadas a esta sindrome.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo se prop0s a avaliar, por meio de imunoistoquimica, a expressao das
galectinas-1, -3 e -7 em COs isolados primarios e recorrentes e COs associados a sindrome de

Gorlin.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a imunorreatividade para as galectinas-1, -3 e -7 em relacdo as camadas
epiteliais dos COs;

e Determinar os percentuais de imunoexpressdo nuclear e citoplasmatica das galectinas-
1, -3 e -7 no componente epitelial das lesdes e compara-los de acordo com os grupos de
estudo (COs isolados primarios, COs isolados recorrentes e COs associados a sindrome
de Gorlin);

e Estabelecer correlagfes entre as imunoexpressdes das galectinas-1, -3 e -7 nos COs.



METODOLOGIA
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3 METODOLOGIA

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa foi cadastrada na Base de Registros de Pesquisas envolvendo Seres
Humanos (Plataforma Brasil) e submetida & analise de seu contetido pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), respeitando a resolucdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude/ Ministério da Satde. Conforme parecer n® 1.730.285 (ANEXO
A), seu protocolo foi aprovado.

3.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo consistiu em uma pesquisa observacional, com corte transversal, caracterizada
pela analise, registro e quantificacdo das imunoexpressdes das galectinas-1, -3 e -7 em COs

primarios e recorrentes e COs associados a sindrome de Gorlin.

3.3 POPULACAO

A populacdo do estudo foi constituida por todos os casos de COs diagnosticados e
arquivados nos Laboratérios de Histopatologia Oral da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e

do Departamento de Odontologia da UEPB.

3.4 AMOSTRA

Por meio de técnica de amostragem do tipo ndo probabilista, por conveniéncia, foram
selecionados 20 casos de COs isolados primarios, 20 casos de COs associados a sindrome de
Gorlin e 08 casos de COs isolados recorrentes, todos emblocados em parafina.

3.4.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos na amostra, apenas os casos de COs que apresentavam material
bioldgico suficiente para realizacdo do estudo imunoistoquimico e cujos blocos de parafina
estavam em bom estado de conservacdo. Para o grupo de lesGes sindrémicas, foram

selecionados apenas os casos cujas fichas clinicas dos pacientes contivessem informacdes
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suficientes para a confirmacdo do diagnostico da sindrome de Gorlin, conforme critérios
propostos por Evans et al (1993) (QUADRO 1).

Quadro 1. Critérios diagndsticos para a sindrome de Gorlin, de acordo com Evans et al (1993).

Critérios Principais

e Mais de dois carcinomas de células basais, sendo um destes antes dos 30 anos de idade; ou mais
de dez nevos basocelulares

e Qualquer CO (diagnosticado histologicamente) ou cisto 6sseo poliostético

e Trés ou mais fossetas palmares ou plantares

¢ CalcificacOes ectopicas em pacientes abaixo dos 20 anos de idade (calcificagfes lamelares ou
precoces da foice do cérebro)

e Histdria familiar positiva para sindrome de Gorlin

Critérios Secundarios

e Anomalias esqueléticas congénitas (costelas bifidas, fusionadas ou ausentes; vértebras bifidas
ou fusionadas)

¢ Circunferéncia occipito-frontal maior que o percentil 97, com bosselamento frontal

e Fibromas ovarianos ou cardiacos

e Meduloblastomas

o Cistos linfo-mesentéricos

e Malformagdes congénitas como fendas labio-palatais, polidactilismo e anomalias oculares
(catarata e colobomas)

Para o grupo dos COs isolados recorrentes, os casos foram selecionados com base em
informac0es a respeito da localizacdo anatdbmica e a intervencgéo cirurgica instituida, coletadas
a partir das fichas clinicas dos pacientes. Foram incluidos no grupo de les@es recorrentes, apenas
0s casos situados na mesma localiza¢do anatdémica da lesdo primaria. Além disso, s6 fizeram
parte do grupo das lesdes recorrentes, 0s casos cujas lesdes primarias foram submetidas a

enucleacdo (associada ou ndo a terapia adjuvante).

3.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos da pesquisa 0s casos provenientes de bidpsia incisional e os casos que

se apresentaram, apds analise histopatoldgica, secundariamente inflamados.

3.5 VARIAVEIS

As variaveis independentes e dependentes que foram analisadas no presente estudo estéo

listadas no Quadro 2.



Quadro 2. Elenco de variaveis analisadas no estudo.
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VARIAVEL DEFINIQAO CATEGORIA TIPO
Classificagéo da leséo considerando .
o - Isolado primério
sua natureza (primaria ou
Cco o 5 - Isolado recorrente Independente
recorrente) e associagdo ou ndo o
. . - Sindrémico
com a sindrome de Gorlin.
- Percentual de células com
3 _ positividade membranar e/ ou
) Imunomarcagéo para galectina-1 ] .
Galectina-1 ) o citoplasmatica Dependente
em células epiteliais. )
- Percentual de células com
positividade nuclear
-Imunomarcacéo em camada
basal/ parabasal
. ) . -Imunomarcacéo em camada
Predominio da imunorreatividade o
) ] parabasal/ superficial
Galectina-1 para galectina-1 de acordo com as ) Dependente
o -Imunomarcacdo em camada
camadas epiteliais. o
superficial
- Imunomarcacdo em toda a
extensdo do revestimento
- Percentual de células com
3 ) positividade membranar e/ ou
) Imunomarcagéo para galectina-3 ] .
Galectina-3 ) o citoplasmatica Dependente
em células epiteliais. )
- Percentual de células com
positividade nuclear
-Imunomarcacéo em camada
basal/ parabasal
o ) o -lImunomarcacéo em camada
Predominio da imunorreatividade o
) ) parabasal/ superficial
Galectina-3 para galectina-3 de acordo com as 3 Dependente
o -Imunomarcacdo em camada
camadas epiteliais. o
superficial
- Imunomarcacao em toda a
extensdo do revestimento
3 . - Percentual de células com
) Imunomarcacgéo para galectina-7 o
Galectina-7 positividade membranar e/ ou | Dependente

em células epiteliais.

citoplasmatica
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- Percentual de células com

positividade nuclear

-lmunomarcagéo em camada
basal/ parabasal

. ) o -Imunomarcacéo em camada
Predominio da imunorreatividade o
) ] parabasal/ superficial
Galectina-7 para galectina-7 de acordo com as } Dependente
o -Imunomarcagdo em camada
camadas epiteliais. o
superficial

- Imunomarcacéo em toda a

extensdo do revestimento

3.6 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

3.6.1 Método imunoistoquimico

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro preparadas com
adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela técnica
baseada em polimeros de dextrano (Reveal™, Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA),
utilizando anticorpos primarios monoclonais anti-galectinas-1 e -7 e anticorpo policlonal anti-
galectina-3.

Como controle positivo para os anticorpos anti-galectinas-1 e -3, foram utilizados cortes
histologicos de tonsila humana. Para o anticorpo anti-galectina-7, o controle positivo foi
realizado com espécime de hiperplasia fibrosa inflamatoria. O controle negativo consistiu na
omissdo dos anticorpos primarios no protocolo imunoistoquimico.

A técnica seguiu o protocolo utilizado no Laboratério de Imunoistoquimica do
Departamento de Odontologia da UEPB, conforme descrito abaixo:

= Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);

= Reidratacdo em cadeia descendente de etandis:

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto III (5 minutos);

« Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
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« Alcool etilico 80°GL (5 minutos):

= Remocao de pigmentos formdélicos com hidréxido de aménia a 10% em etanol 95°,
a temperatura ambiente (10 minutos);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos)

= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

= Recuperac¢do antigénica (QUADRO 3);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos);

= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

= Duas incubag0es dos cortes em solucdo de perdxido de hidrogénio 3% 10 volumes,
em propor¢do de 1/1, para o blogueio da peroxidase endogena tecidual (10 minutos
cada);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos);

= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);

= Incubacdo dos cortes com anticorpo priméario, em solucdo diluente (Antibody diluent,
Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara Umida;

= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);

= Incubac¢do com anticorpo secundario (Complement, Spring Bioscience Corp.,
Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara Umida (30 minutos);

= Passagens rapidas em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (2 trocas);

= Incubag¢do com anticorpo polimerizado a peroxidase (HRP conjugated, Spring
Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA), a 4°C em camara Umida (30 minutos);

= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);

= Revelacdo da reacdo com solucdo cromoégena de 3,3-diaminobenzidina (DAB

substrate system, Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA) (10 minutos);

= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);

= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

= Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (8 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);

= Desidratacdo em alcool absoluto:

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);
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« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);
« Alcool etilico absoluto IIT (5 minutos);

= Trés passagens em xilol (2 minutos cada);

= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

Quadro 3. Especificidade, clone, fabricante, diluicdo, recuperagdo antigénica e incubagdo dos

anticorpos primarios utilizados no estudo.

- ) o Recuperacéo
Especificidade | Clone Fabricante Diluicdo o Incubacao
Antigénica
) Santa Cruz Citrato, pH 6,0 ]
Galectina-1 E-2 ] 1:2500 ) 60 minutos
Biotechnology Steamer, 90°C, 30 min
) Santa Cruz Citrato, pH 6,0 ]
Galectina-3 H-160 ] 1:1000 ) 60 minutos
Biotechnology Steamer, 90°C, 30 min
Santa Cruz
Galectina-7 H-8 ] 1:4000 Sem tratamento 60 minutos
Biotechnology

3.6.2 Analise imunoistoquimica

ApOs o0 processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, cada
espécime foi analisado sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), por um examinador previamente treinado. Destaca-se que a analise
imunoistoquimica foi realizada sem que este examinador tivesse conhecimento se 0 caso em
questdo se referia a uma lesdo associada a sindrome de Gorlin ou isolada.

A anélise da expressdo das galectinas-1, -3 e -7 foi realizada apenas no componente
epitelial das lesdes. Com base em uma adaptacdo da metodologia utilizada no estudo de
Leonardi et al (2013), os casos foram classificados, de acordo com o predominio da
imunorreatividade para as galectinas nas camadas epiteliais, em: imunomarcacdo em camada
basal/parabasal, imunomarcacdo em camada parabasal/superficial, imunomarcacdo em camada
superficial e imunomarcacdo em toda a extensao do revestimento.

Além disso, com base em uma adapta¢do da metodologia empregada no estudo de Brito
et al (2018), realizou-se uma analise quantitativa da imunoexpressao das galectinas-1, -3 e -7.
Destaca-se que essa analise foi realizada, separadamente, para a imunoexpressdo

membranar/citoplasmatica e nuclear das galectinas. Sob aumento de 100x, foi identificada a
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area epitelial com maior imunorreatividade para essas proteinas. Em sequéncia, sob aumento
de 400x, 10 campos microscépicos foram fotomicrografados (ICC 50HD, Leica Microsystems
Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE) e as imagens obtidas foram transferidas para um computador.
Com o auxilio do programa ImageJ® (Image Processing and Analysis in Java, National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA), foram contadas as células epiteliais positivas
e negativas em cada um dos campos microscépicos fotomicrografados. Por fim, foi estabelecido
o percentual de células exibindo positividade nuclear ou citoplasmatica/ membranar em relagdo
ao total de células contadas. Os dados obtidos com a analise imunoistoquimica foram anotados
em fichas apropriadas (APENDICE A).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as analises imunoistoquimicas foram organizados em um
banco de dados informatizado e analisados com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics
(versdo 20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Em virtude do pequeno numero de casos
imunopositivos, os resultados obtidos com a avaliacdo da imunoexpressao de galectina-1 foram
submetidos apenas a analise estatistica descritiva. Por sua vez, os dados obtidos com o estudo
das imunoexpressoes das galectinas-3 e -7 foram analisados por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov, o qual demonstrou auséncia de distribuicdo normal. Dessa forma, o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as medianas dos percentuais de
células imunopositivas para as galectinas-3 e -7 entre os grupos de COs. Possiveis correlacdes
entre as imunoexpressoes das galectinas-3 e -7 foram analisadas por meio do teste de correlacédo
de Spearman.

Para todos os testes estatisticos utilizados no presente estudo, foi considerado o nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).
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4 ARTIGO

4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificacdo pelo
Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execugdo desse
projeto, um artigo sera apresentado nesta tese: “Analise imunoistoquimica das galectinas-1,
-3 e -7 em ceratocistos odontogénicos isolados e associados a sindrome de Gorlin”.

O referido artigo sera submetido ao periodico Journal of Oral Pathology & Medicine
(ISSN: 1600-0714; Fator de impacto: 2.237; Qualis Odontologia A2), cujas normas para

submissao de trabalhos séo apresentadas no Anexo B.
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4.2 ARTIGO A SER SUBMETIDO

Analise imunoistoquimica das galectinas-1, -3 e -7 em ceratocistos odontogénicos isolados

e associados a sindrome de Gorlin

Titulo breve: Expressao de galectinas em ceratocistos odontogénicos
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RESUMO

Introducdo: As galectinas desempenham papéis multifuncionais em diversos processos
patolégicos, mas pouco se sabe sobre sua participacdo na patogénese dos ceratocistos
odontogénicos (COs). O presente estudo se propds a avaliar a imunoexpresséo das galectinas-
1, -3 e -7 em COs isolados e associados & sindrome de Gorlin.

Meétodos: Vinte COs isolados primarios, vinte COs associados a sindrome de Gorlin e 8 COs
isolados recorrentes foram submetidos a imunoistoquimica. Foram determinados os percentuais
de células epiteliais imunopositivas e o predominio da imunorreatividade para as galectinas-1,
-3 e -7 nas camadas epiteliais.

Resultados: Em todos os grupos, houve maior frequéncia de casos negativos para galectinas-1
e -3. Os poucos casos de COs positivos para galectinas-1 e -3 revelaram baixos percentuais de
imunopositividade, sem diferencas significativas entre os grupos (p > 0,05). Foi constatada
imunoexpressdo de galectina-7 em todos os casos de COs avaliados, com percentuais de
positividade relativamente altos e predominio de imunorreatividade em camada parabasal/
superficial. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de
COs em relacdo aos percentuais de positividade nuclear e citoplasmatica/membranar de
galectina-7 (p > 0,05). Em todos os grupos, foi constatada correlagdo positiva entre as
expressdes nucleares e citoplasméaticas/membranares, tanto para a galectina-3 como para a
galectina-7 (p < 0,05).

Conclusdo: As diferencas no comportamento bioldgico de COs isolados e associados a
sindrome de Gorlin ndo estdo relacionadas as imunoexpressdes das galectinas-1, -3 e -7. A
galectina-7 pode desempenhar importantes funcdes na patogénese dos COs. Por outro lado, os
achados desta pesquisa sugerem uma menor participacdo das galectinas-1 e -3 no

desenvolvimento dessas lesdes.

Palavras-chave: Ceratocisto odontogénico, sindrome de Gorlin, galectinas, imuno-

histoquimica.
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Introducéo

O ceratocisto odontogénico (CO) é um cisto odontogénico de desenvolvimento que se
caracteriza por padrdo de crescimento infiltrativo em meio ao 0sso trabecular, sem causar
expansdo Ossea significativa em fases iniciais, e pela tendéncia ao desenvolvimento de
recorréncias.>® Além desse comportamento potencialmente agressivo, os COs se destacam
entre as demais lesGes odontogénicas pela associagdo com a sindrome de Gorlin.?

Estudos tém sugerido que os COs associados a sindrome de Gorlin, quando comparados
aos COs isolados, apresentam maior capacidade de crescimento e infiltracdo, além de maior
tendéncia ao desenvolvimento de recorréncias.*® Resultados de pesquisas a respeito da
composicdo da matriz extracelular® e da expressdo de proteases’ e proteinas envolvidas na
remodelacéo 6ssea® alicercam a existéncia de um comportamento biolégico distinto entre COs
isolados e associados a sindrome de Gorlin. Por outro lado, estudos sobre a presenga de
miofibroblastos® e sobre a expressio de proteinas relacionadas ao ciclo celular,! ao reparo do
DNA’ e ao transporte de glicose'” nio constataram diferengas significativas entre COs isolados
e associados a sindrome de Gorlin. Dessa forma, 0s mecanismos responsaveis pelas diferengas
no comportamento bioldgico dessas lesbes permanecem incompletamente compreendidos.

No desenvolvimento de lesGes cisticas, com destaque para a doenga renal policistica,
pesquisas tém enaltecido a participagio das galectinas, especialmente as galectinas-1 e -3.111213
As galectinas sdao uma familia de lectinas animais, com 15 tipos identificados em humanos até
0 momento, que se ligam a glicanos especificos e podem modular vias de sinalizacédo
intracelulares e estabelecer relacdes entre células e matriz extracelular.}*>® Essas proteinas
exercem atividades bioldgicas diversas, incluindo a regulacdo de fungdes de células do sistema
imune®’!® e a modulacéo da angiogénese e da adesdo e migragdo celulares.’®?° Além disso, as
galectinas também atuam na polaridade, quimiotaxia, proliferacdo, apoptose e diferenciacédo
tecidual. Essas fungdes estdo relacionadas com a especificidade das galectinas por diferentes
oligossacarideos.?1:2223

No contexto das lesfes odontogénicas, 0os poucos estudos existentes ressaltam um
potencial envolvimento das galectinas-1, -3 e -7 no desenvolvimento de cistos inflamatérios,
com destaque para os cistos radiculares e residuais.®>* Apesar do seu papel multifuncional em
diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, pouco se sabe sobre uma eventual participacdo
das galectinas na patogénese de cistos odontogénicos de desenvolvimento, incluindo os COs
(PubMed Database —acesso em 24/07/2018). Dessa forma, o presente estudo se propds a avaliar

a imunoexpressdo das galectinas-1, -3 e -7 em COs isolados e associados a sindrome de Gorlin,
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com a finalidade de fornecer subsidios para melhor compreensdo das diferencas no

comportamento biol6gico dessas lesdes.

Materiais e métodos
Amostra

Para este estudo, foram selecionados 20 casos de COs isolados primarios, 20 casos de
COs associados a sindrome de Gorlin e 08 casos de COs isolados recorrentes, obtidos nos
Laboratdrios de Patologia Oral da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e do Departamento de
Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Em todos os casos, o diagnéstico
histopatoldgico foi realizado de acordo com a quarta classificacdo dos cistos odontogénicos da
OMS.? Todos os pacientes com sindrome de Gorlin apresentavam multiplos COs e foram
diagnosticados com base nos critérios propostos por Evans et al.?® Pacientes com COs isolados
primarios apresentavam lesdes Unicas e foram submetidos a avalia¢Ges clinicas e radiograficas
para excluir outras manifestacfes da sindrome de Gorlin. Todos os casos de COs isolados
recorrentes foram tratados por enucleacdo cirdrgica (associada ou nao a terapia adjuvante) e
ndo correspondiam a recorréncias de nenhuma das lesdes isoladas primarias utilizadas neste
estudo. Foram excluidos da pesquisa 0s casos provenientes de biopsia incisional e aqueles que
se apresentaram, apds analise histopatologica, secundariamente inflamados. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UEPB, Campina Grande, Brasil (Protocolo n°
1.730.285).

Immunoistoquimica

A partir de material bioldgico fixado em formol a 10% e emblocado em parafina, cortes
histolégicos com 3pum de espessura foram obtidos e estendidos em laminas de vidro preparadas
com adesivo a base de organosilano. Os cortes teciduais foram desparafinizados, reidratados e
submetidos a recuperacdo antigénica (Tabela 1). Em seguida, os cortes foram imersos em
perdxido de hidrogénio a 3% para bloquear a peroxidase enddgena tecidual. Ap6s a incubacao
com 0s anticorpos primarios monoclonais anti-galectinas-1 e -7 e policlonal anti-galectina-3,
os cortes foram lavados com tampéo Tris-HCI e tratados com um complexo a base de polimero
(Reveal™; Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA). A atividade da peroxidase foi
visualizada por imersédo dos cortes histoldgicos em diaminobenzidina (DAB Substrate System;
Spring Bioscience Corp., Pleasanton, CA, USA). Por fim, os cortes teciduais foram

contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados e montados com laminula.
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Para os anticorpos anti-galectinas-1 e -3, foram utilizados cortes histolégicos de tonsila
humana como controle positivo. Para o anticorpo anti-galectina-7, o controle positivo foi
realizado com espécime de hiperplasia fibrosa inflamatéria. O controle negativo consistiu na

omissdo dos anticorpos primarios no protocolo imunoistoquimico descrito anteriormente.

Analise imunoistoquimica

ApOs o0 processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, cada
espécime foi analisado sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), por um examinador previamente calibrado. A anélise imunoistoquimica
foi realizada sem que este examinador tivesse conhecimento se 0 caso em questdo se tratava de
uma lesdo isolada (priméaria ou recorrente) ou associada a sindrome de Gorlin.

A anélise da expressdo das galectinas-1, -3 e -7 foi realizada apenas no componente
epitelial das lesdes. Adaptando-se a metodologia utilizada no estudo de Leonardi et al,?® os
casos foram classificados, de acordo com o predominio da imunorreatividade para as galectinas
nas camadas epiteliais, em: imunomarcacdo em camada basal/parabasal, imunomarcagdo em
camada parabasal/superficial, imunomarcacdo em camada superficial e imunomarcacdo em
toda a extens&o do revestimento.

Realizou-se também uma anélise quantitativa da imunoexpressdo das galectinas-1, -3 e
-7. Para isso foi utilizada uma adaptacio da metodologia empregada por Brito et al.’® Destaca-
se que essa andlise foi realizada, separadamente, para a imunoexpressdo membranar/
citoplasmatica e nuclear das galectinas. Sob aumento de 100x, foi identificada a area epitelial
com maior imunorreatividade para essas proteinas. Em sequéncia, sob aumento de 400x, 10
campos microscopicos foram fotomicrografados (ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE) e as imagens obtidas foram transferidas para um computador.

Com o auxilio do programa ImageJ® (Image Processing and Analysis in Java, National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA), foram contadas as células epiteliais positivas
e negativas em cada um dos campos microscépicos fotomicrografados. Por fim, foi estabelecido
o percentual de células exibindo positividade nuclear ou citoplasmatica/ membranar em relacao

ao total de células contadas.

Analise estatistica
Os resultados foram analisados com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics (versao
20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Em virtude do pequeno nimero de casos imunopositivos

para galectina-1, os resultados obtidos com a avaliagdao da imunoexpressao dessa proteina foram
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submetidos apenas a analise estatistica descritiva. Os dados obtidos com o estudo das
imunoexpressdes das galectinas-3 e -7 foram analisados por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov, o qual demonstrou auséncia de distribui¢cdo normal. Dessa forma, comparag6es entre
as medianas dos percentuais de células imunopositivas para as galectinas-3 e -7 em relacdo aos
grupos de COs foram realizadas por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Possiveis
correlagdes entre as imunoexpressoes das galectinas-3 e -7 foram analisadas por meio do teste
de correlacdo de Spearman. Para todos os testes estatisticos, foi considerado o nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).

Resultados
Imunoexpressao de galectina-1

Foi observada positividade citoplasmatica para galectina-1 em apenas 06 (30%) casos
de COs isolados primarios (mediana: 0,0%; variacdo: 0,0% — 70,2%) e 03 (15%) casos de COs
associados a sindrome de Gorlin (mediana: 0,0%; variacdo: 0,0% — 23,5%). No grupo dos COs
isolados recorrentes, apenas 01 (12,5%) caso exibiu positividade citoplasmatica para galectina-
1, com baixo percentual de células imunopositivas (2,3%). Expressdo nuclear de galectina-1 foi
observada apenas no grupo dos COs isolados primarios, com 05 (25%) casos imunopositivos
(mediana: 0,0%; variacdo: 0,0% — 70,2%). Em todos os grupos, foi constatado predominio de

imunorreatividade para galectina-1 em camada basal/ parabasal (Fig. 1A,B) (Tabela 2).

Imunoexpressao de galectina-3

Positividade citoplasmatica para galectina-3 foi identificada em 07 (35%) casos de COs
isolados priméarios (mediana: 0,0%; variacdo: 0,0% — 6,9%), 05 (62,5%) casos de COs isolados
recorrentes (mediana: 0,0%; variacdo: 0,0% — 2,3%) e 08 (40%) casos de COs associados a
sindrome de Gorlin (mediana: 0,0%; variacdo: 0,0% — 5,5%). O teste ndo parameétrico de Mann-
Whitney revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa na imunoexpresséo
citoplasmatica de galectina-3 entre COs isolados primarios, isolados recorrentes e associados a
sindrome de Gorlin (p > 0,05) (Fig. 2A). Em todos os grupos, foi constatado predominio de
imunorreatividade para galectina-3 em camadas superficiais do epitélio dos COs (Fig. 1C,D)
(Tabela 2).

De forma similar ao constatado para a imunoexpressdo citoplasmaética, foi observada
positividade nuclear para galectina-3 em 07 (35%) casos de COs isolados priméarios (mediana:
0,0%; variagdo: 0,0% — 6,9%), 05 (62,5%) casos de COs isolados recorrentes (mediana: 0,4%;

variacdo: 0,0% — 2,9%) e 08 (40%) casos de COs associados a sindrome de Gorlin (mediana:



46

0,0%; variagdo: 0,0% — 5,5%). O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney revelou auséncia de
diferenca estatisticamente significativa na imunoexpressao nuclear de galectina-3 entre COs

isolados primarios, isolados recorrentes e associados a sindrome de Gorlin (p > 0,05) (Fig. 2B).

Imunoexpressao de galectina-7

Expressdes citoplasmaticas e nucleares de galectina-7 foram constatadas em todos 0s
casos de COs analisados, com predominio de imunorreatividade em camada parabasal/
superficial do epitélio das lesdes (Fig. 1E,F) (Tabela 2). Em relacdo a imunoexpressao
citoplasmatica, foi observada mediana de 83,2% (variagdo: 39,2% — 97,9%) nos COs isolados
primarios, de 72,9% (variacdo: 40,0% — 100,0%) nos COs associados a sindrome de Gorlin e
de 71,4% (variacdo: 35,8% — 97,0%) nos COs isolados recorrentes. O teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa nos percentuais de
imunopositividade para galectina-7 entre os grupos de COs (p > 0,05) (Fig. 2C).

Considerando a imunoexpressao nuclear de galectina, foi constatada mediana de 55,6%
(variacdo: 11,9% — 90,1%) nos COs isolados primarios, de 55,0% (variacdo: 26,4% — 94,7%)
nos COs associados a sindrome de Gorlin e de 65,8% (variacdo: 18,9% — 84,8%) nos COs
isolados recorrentes. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney revelou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa na imunoexpressdo nuclear de galectina-7 entre COs isolados

primarios, isolados recorrentes e associados a sindrome de Gorlin (p > 0,05) (Fig. 2D).

Correlagao entre as imunoexpressoes das galectinas-3 e -7

Foram constatadas correlagbes positivas, estatisticamente significativas, entre as
imunoexpressdes nucleares e citoplasmaticas de galectina-3 nos COs isolados primérios (r =
0,998; p < 0,001), COs isolados recorrentes (r = 0,975; p < 0,001) e COs associados a sindrome
de Gorlin (r = 0,998; p < 0,001). De forma similar, em relacdo a galectina-7, foram observadas
correlagBes positivas, estatisticamente significativas, entre as imunoexpressdes nucleares e
citoplasmaticas nos COs isolados primarios (r = 0,910; p < 0,001), COs isolados recorrentes (r
=0,738; p = 0,037) e COs associados a sindrome de Gorlin (r = 0,815; p < 0,001).

Para todos os grupos, ndo foram constatadas correlacdes estatisticamente significativas

entre as imunoexpressdes de galectina-3 e galectina-7 (p > 0,05).

Discussao
As galectinas sdo proteinas multifuncionais envolvidas em diversos processos

fisiologicos e patoldgicos,t”*® mas sua eventual participagdo no desenvolvimento ou na
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modulacdo do comportamento biologico de lesBes odontogénicas é algo ainda pouco
compreendido. Nesse sentido, os resultados desta pesquisa sugerem uma importante
participacao da galectina-7 na patogénese dos COs e um menor envolvimento das galectinas-1
e -3 no desenvolvimento destas lesdes. Em contrapartida, as diferengcas no comportamento
bioldgico de COs isolados e associados a sindrome de Gorlin ndo estariam relacionadas as
imunoexpressoes das galectinas-1, -3 e -7.

Todos os COs analisados no presente estudo apresentaram imunorreatividade para
galectina-7, tanto citoplasmatica/ membranar quanto nuclear, com percentuais de positividade
relativamente altos. Tipicamente, a expressdo dessa galectina foi observada em camada
parabasal/ superficial, independente do grupo de CO. Estudos revelam que a galectina-7 pode
estar envolvida na diferenciacdo celular e no desenvolvimento de queratindcitos, além de
modular o processo de adesio celular.2”? Considerando o padrdo peculiar de expressdo da
galectina-7 no revestimento epitelial dos COs, com altos niveis de expressdo em camada
parabasal/ superficial e baixos niveis de expressdo em camada basal, poderia ser sugerido que
suas funcGes nessas lesdes estariam relacionadas a diferenciacdo e modulacdo da adeséo celular
dos ceratindcitos. Em contraposicdo a essa sugestao, estudos em modelos animais constataram
que a superexpressao da galectina-7 pode resultar na perda de jungdes celulares no tecido
epitelial, culminando em defeitos no reparo de feridas.

Ao avaliarem cistos radiculares e cistos radiculares residuais, Brito et al*® constataram
maiores percentuais de imunoexpressdo citoplasmatica/ membranar de galectina-7 em células
epiteliais de lesdes com revestimento hiperplasico, quando comparadas aquelas com
revestimento atréfico. Para os autores, a galectina-7 poderia estar envolvida nos mecanismos
de proliferago celular no revestimento epitelial dessas lesdes.*® Um papel semelhante pode ser
sugerido para essa proteina no revestimento epitelial dos COs, em virtude do padréo peculiar
de imunorreatividade observado no presente estudo para galectina-7. A marcante
imunopositividade para essa galectina a partir da camada parabasal, associada aos baixos niveis
de expressdo em camada basal, é congruente com a proliferacdo celular no revestimento
epitelial dos COs que, ao contrario dos demais cistos odontogénicos, é evidenciada
principalmente em camada parabasal.t’

As fungdes exatas da galectina-7 em tecidos epiteliais patoldgicos ainda ndo sao
completamente compreendidas, mas estudos tém enaltecido um provavel papel pré-apoptético
para esta proteina, atuando em meio intracelular através da ativacdo de proteinas quinase N-
terminais e liberagdo de citocromo ¢ mitocondrial.?® Em consonéncia com essa sugestio, Brito

et al'® destacaram que os maiores indices de expressdo nuclear de galectina-7 nos cistos
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radiculares residuais, quando comparados aos cistos radiculares, poderiam estar relacionados a
funcBes pro-apoptaticas desta galectina, respondendo pelo predominio do revestimento epitelial
atréfico nessas lesdes. Apesar destas evidéncias, no presente estudo, foi observada uma
tendéncia para maiores indices de positividade nuclear para galectina-7 nos COs isolados
recorrentes. Dessa forma, no contexto dos COs, é possivel que as fungbes nucleares da
galectina-7 ndo estejam relacionadas ao estimulo a apoptose.

Em relacdo a galectina-1, os resultados deste estudo revelaram expressdes
citoplasmaticas/ membranares e nucleares desta proteina em uma pequena proporcao de COs
isolados primérios, COs associados a sindrome de Gorlin e COs isolados recorrentes. Em todos
0s grupos, foi identificada imunorreatividade predominante em camada basal/parabasal. Em
conjunto, tais achados sugerem um menor envolvimento da galectina-1 no desenvolvimento
dos COs. Considerando o padréo de imunorreatividade para galectina-1 observado neste estudo,
poderia ser sugerido seu envolvimento na modulacdo de interacdes entre células epiteliais,
especialmente em camadas mais profundas do revestimento, e entre células da camada basal e
a membrana basal nos COs.!

O predominio de imunorreatividade para galectina-1 em camada basal/parabasal do
revestimento epitelial dos COs, identificado neste estudo, é semelhante ao observado por Brito
et al'® em cistos radiculares e cistos radiculares residuais. No entanto, os baixos percentuais de
positividade para galectina-1 observados nos COs contrastam com os identificados por Brito et
al*® em cistos radiculares e cistos radiculares residuais. Neste sentido, é possivel que a expressao
de galectina-1 no componente epitelial de lesbes cisticas odontogénicas seja influenciada por
mediadores quimicos liberados em processos inflamatdrios.

Foi observada uma diferenga na localizagdo da imunomarcagéo entre a galectina-1 e -3
neste estudo. Constatou-se o predominio de imunorreatividade em camadas superficiais do
epitélio dos COs para a galectina-3. Chiu et al*? observaram a presenca das galectinas-3 nos
cilios primarios e complexo centrossoma, 0 que pode sugerir que a galectina-3 neste local pode
modular a sinalizacdo ciliar para manter a estabilizacdo e maturagéo epitelial. Mesmo levando
em consideracao a auséncia de cilios e de uma possivel modulacao de sinalizacdo ciliar nos
COs, os resultados do presente estudo sugerem que a imunoexpressao da galectina-3 em regides
superficiais do epitélio dessas lesdes pode estar relacionada a maturagdo celular, pois esta
lectina é capaz de influenciar o crescimento, a adesdo e a diferenciagio celulares.®® Olsan et al*3
demonstraram que quanto maior a expressao da galectina 3 em casos de doencga renal
policistica, maior a ativacdo de células epiteliais cisticas, 0 que contribui para a progressao da

doenca. A expressdo aberrante dessa proteina, no contexto da doenca renal policistica, pode ser
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mediada pela interleucina-13 (IL-13) que estimula a expressdo de galectin-3 e favorecem a

ativacdo de STAT6. O STAT6 funciona como ativador de células epiteliais cisticas.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo sugerem que as diferengcas no

comportamento bioldgico de COs isolados e associados a sindrome de Gorlin ndo estdo

relacionadas as imunoexpressdes das galectinas-1, -3 e -7. A galectina-7 pode desempenhar

importantes fun¢des na patogénese dos COs. Por outro lado, os achados desta pesquisa sugerem

uma menor participacdo das galectinas-1 e -3 no desenvolvimento dessas lesoes.
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Tabela 1. Especificidade, clone, fabricante, dilui¢do, recuperagédo antigénica e incubac¢éo dos

anticorpos primarios utilizados no estudo.

o ) o Recuperacéo
Especificidade  Clone Fabricante Diluicdo o Incubacéo
Antigénica
) Santa Cruz Citrato, pH 6,0 )
Galectina-1 E-2 1:2500 60 min

Biotechnology

Santa Cruz
Galectina-3 H-160 )
Biotechnology

Santa Cruz
Galectina-7 H-8 ]
Biotechnology

Steamer, 90°C, 30 min
Citrato, pH 6,0

1:1000 ) 60 min
Steamer, 90°C, 30 min

1:4000 Sem tratamento 60 min
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Tabela 2. Distribuicdo dos casos de CO de acordo com grupos e o predominio da

imunorreatividade para as galectinas-1, -3 e -7 no tecido epitelial.

Galectinas/ predominio

Grupos

CO isolado priméario
n (%)

CO sindrémico
n (%)

CO isolado recorrente
n (%)

Galectina-1
Basal/parabasal
Parabasal/superficial
Superficial
Todas as camadas

Galectina-3
Basal/parabasal
Parabasal/superficial
Superficial
Todas as camadas

Galectina-7
Basal/parabasal
Parabasal/superficial
Superficial

Todas as camadas

6 (100,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)
7 (100,0%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
15 (75,0%)
0 (0,0%)

5 (25,0%)

3 (100,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)
8 (100,0%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
13 (65,0%)
2 (10,0%)
5 (25,0%)

1 (100,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)
5 (100,0%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
6 (75,0%)
0 (0,0%)
2 (25,0%)
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(A) ' (B)

Figura 1. Imunoexpresséo da galectina-1 em camada basal/ parabasal em CO associado a
sindrome de Gorlin (A) e em CO isolado primario (B) (Reveal, 400x). Expressao da galectina-
3 em camada superficial em CO associado a sindrome de Gorlin (C) e em CO isolado recorrente
(D) (Reveal, 200x). Imunoexpressdo da galectina-7 em camada parabasal/ superficial em CO
associado a sindrome de Gorlin (E) e em CO isolado primario (F) (Reveal, 400x%).
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Figura 2. Gréaficos box-plot ilustrando o percentual de células imunopositivas para galectinas-3 e -7 de acordo com os grupos de COs. (A)
Expresséo citoplasmatica de galectina-3; (B) Expressao nuclear de galectina-3; (C) Expressao citoplasmatica de galectina-7; (D) Expressao nuclear
de galectina-7.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora COs isolados e associados a sindrome Gorlin compartilhem uma patogénese
similar, caracterizada por mutagdes no gene PTCH1, ativacdo da via de sinalizacdo SHH e
estimulo a proliferacdo de remanescentes epiteliais odontogénicos, estudos sugerem um
comportamento mais agressivo para as lesdes associadas a sindrome do carcinoma nevoide
basocelular. Apesar das diversas pesquisas ja realizadas, as razGes para tais diferencas no
comportamento dessas lesdes permanecem incompletamente compreendidas.

No desenvolvimento de lesBes cisticas, investigacdes tém destacado a potencial
participacdo de proteinas multifuncionais, denominadas galectinas, especialmente as
galectinas-1, -3 e -7. Estudos neste sentido ainda sdo escassos e limitados, especialmente, a
doenca renal policistica e a cistos odontogénicos inflamatérios, como o cisto radicular e o cisto
radicular residual. Apesar da sua participacdo em processos fisioldgicos e patoldgicos diversos,
pouco se sabe sobre um eventual envolvimento das galectinas na patogénese dos COs.

Nesse contexto, os resultados do presente estudo sugerem que a galectina-7 pode
desempenhar importantes funcdes na patogénese dos COs, ao passo que as galectinas-1 e -3
possuiriam uma menor participacdo no desenvolvimento destas lesdes. Por outro lado, as
diferencas no comportamento biolégico de COs isolados e associados a sindrome de Gorlin ndo
estariam relacionadas as imunoexpressdes das galectinas-1, -3 e -7.

Em conjunto, os resultados desta pesquisa alicercam a realizacdo de novas investigacdes
para avaliar uma possivel participacdo das galectinas na patogénese de outras lesdes

odontogeénicas e, no futuro, seu potencial como alvo para estratégias imunoterapéuticas.
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APENDICE A - Ficha para coleta de dados referente & analise da imunoexpressdo das galectinas-1, -3 e -7 no componente epitelial dos COs.

Anticorpo: () Galectina-1

() Galectina-3
() Galectina-7

Caso

Predominio da

imunorreatividade

Campos microscopicos

5

6

7

10

Total

Percentual
de células

positivas
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potenciais implicados na participagao nesta pesquisa nao estao ao alcance de percepcoes. Portanto, nao ha
riscos previsiveis. Ao permitir que os materiais biolégicos das lesées sejam incluidos na pesquisa, os
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no comportamento biolégico entre TOCs isolados e associados a sindrome de Gorlin.”

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A presente proposta de estudo é de suma importancia quanto papel e atribuicoes das Instituicoes de Ensino
Superior (IES), estando dentro do perfil das pesquisas de construgao do ensino-aprendizagem significativa,
perfilando a formagao profissional baseada na triade conhecimento-habilidade-competéncia, preconizada
pelo MEC. Portanto, tem retorno social, carater de pesquisa cientifica e, contribuicao na formacgao de
profissionais da area de saude. O projeto encontra-se completo, sem pendéncias.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacgéo obrigatoria:

Ao analisar os documentos necessarios para a integragao do protocolo cientifico, encontramos a Folha de
Rosto, o Termo de Compromisso do Pesquisador Responsavel em cumprir os Termos da Resolucao
466/12/CNS/MS, a Declaragao de Concordancia com Projeto de Pesquisa, o Termo de Compromisso para
uso de dados e coletas em arquivos, o Termo de Autorizagao Institucional, o Termo de Autorizagao
Institucional para Uso de Dados e Coletas em Arquivos. Estando tais documentos em harmonia com as
exigéncias preconizadas pela Resolugcao 466/12/CNS/MS.

Recomendacdes:
Os topicos do projeto encontram-se bem articulados, havendo toda uma harmonia entre eles.

Conclus&es ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto atende as exigéncias protocolares. Diante do exposto, somos pela aprovagao. Salvo melhor juizo.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Informacoes PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 30/08/2016 Aceito

Enderego: Av. das Baradnas, 351- Campus Universitario

Bairro: Bodocongo CEP: 58.109-753
UF: PB Municipio: CAMPINA GRANDE
Telefone: (83)3315-3373 Fax: (83)3315-3373 E-mail: cep@uepb.edu.br
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Basicas do Projeto  |ETO_773575.pdf 06:43:53 Aceito

Projeto Detalhado / | Projeto_CEP.pdf 30/08/2016 |Marayza Alves Aceito

Brochura 06:43:11 Clementino

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE.pdf 30/08/2016 |Marayza Alves Aceito

Assentimento / 06:42:08 |Clementino

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 30/08/2016 |Marayza Alves Aceito
06:33:56 | Clementino

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CAMPINA GRANDE, 16 de Setembro de 2016

Assinado por:
Marconi do O Catéo
(Coordenador)

Enderego: Av. das Baradnas, 351- Campus Universitario

Bairro: Bodocongd CEP: 58.109-753
UF: PB Municipio: CAMPINA GRANDE
Telefone: (83)3315-3373 Fax: (83)3315-3373 E-mail: cep@uepb.edu.br
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ANEXO B — Normas para submissdo de artigos ao periodico Journal of Oral Pathology &

Medicine

Author Guidelines

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

Useful Websites: Submission Site, Articles published in Journal of Oral Pathology &
Medicine, Author Services, Wiley Blackwell Publishing's Ethical Guidelines, Guidelines for
Figures

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

1. GENERAL

Journal of Oral Pathology & Medicine publishes manuscripts of high scientific quality
representing original clinical, diagnostic or experimental work in oral pathology and oral
medicine. The journal does not usually consider papers on periodontal or related diseases.
Papers advancing the science or practice of these disciplines will be welcomed, especially those
which bring new knowledge and observations from the application of techniques within the
spheres of light and electron microscopy, tissue and organ culture, immunology,
histochemistry, immunocytochemistry and molecular biology. Review papers on topical and
relevant subjects will receive a high priority and articles requiring rapid publication because of
their significance and timeliness will be included as brief reports not exceeding three printed
pages. All submitted manuscripts falling within the overall scope of the Journal will be assessed
by suitably qualified reviewers, but manuscripts in an incorrect format will be returned to the
author without review.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the
journal's requirements and standards as well as information concerning the procedure after a
manuscript has been accepted for publication in Journal of Oral Pathology & Medicine.
Authors are encouraged to visit Wiley Blackwell Publishing Author Services for further
information on the preparation and submission of articles and figures.

Note to NIH Grantees: Pursuant to NIH mandate, Wiley Blackwell will post the accepted
version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon
acceptance. This accepted version will be made publicly available 12 months after
publication. For further information, see www.wiley.com/go/nihmandate.
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2. ETHICAL GUIDELINES

Journal of Oral Pathology & Medicine adheres to the below ethical guidelines for publication
and research.

2.1. Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work has not been published
before, is not being considered for publication elsewhere and has been read and approved by
all authors.

Journal of Oral Pathology & Medicine adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE
authorship criteria should be based on substantial contributions to conception and design of, or
acquisition of data or analysis and interpretation of data, and drafting the article or revising it
critically for important intellectual content.

It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of the
manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under
Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other
than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been
conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical Association
Declaration of Helsinki (version, 2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional
requirements, if any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must
be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the understanding
and written consent of each subject and according to the above mentioned principles. A
statement regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by
an ethical board should also be included. Editors reserve the right to reject papers if there are
doubts as to whether appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate
measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the USA
regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with
local laws and regulations.

Images of, or Information about, Identifiable Individuals: It is the author’s responsibility to
obtain consent from patients and other individuals for use of information, images, audio files,
interview transcripts, and video clips from which they may be identified. To ensure we have
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the rights we require please provide a signed consent form in all instances. Consent Form
Template.

- If the person is a minor, consent must be obtained from the child’s parents or guardians.
- If the person is dead, we consider it essential and ethical that you obtain consent for use from
the next of kin. If this is impractical you need to balance the need to use the photo against the
risk of causing offence. In all cases ensure you obscure the identity of the deceased.
- If using older material, or for material obtained in the field, for which signed release forms
are, for practical purposes, unobtainable, you will need to confirm in writing that the material
in question was obtained with the person’s understanding that it might be published.

2.3 Clinical Trials

Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-
statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the submission material.

Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts reporting
from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials
registries: wwwe.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The
clinical trial registration number and name of the trial register will then be published with the

paper.
2.4 Conflict of Interest

All sources of institutional, private and corporate financial support for the work within the
manuscript must be fully acknowledged, and any potential grant holders should be listed. Please
see Conflicts of Interest for generally accepted definitions on conflict of interest? Please enclose
this information under the heading 'Conflict of Interest Statement'.

2.5 Appeal of Decision

All papers are handled by the editor and an associate editor and after peer review and any reject
decision is final. The editors will not enter in to correspondence with authors about rejected
papers.

2.6 Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from
the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and
provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment

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

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

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp

For authors choosing Online Open

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

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

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright
FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and
visithttp://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and
members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish
your article under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome Trust and
Research Councils UK requirements. For more information on this policy and the Journal’s
compliant self-archiving policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement

2.8 OnlineOpen

Journal of Oral Pathology & Medicine offers authors the opportunity to publish their paper
OnlineOpen. OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make
their article available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires
grantees to archive the final version of their article. With OnlineOpen, the author, the author's
funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made available
to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the
funding agency's preferred archive. For the full list of terms and conditions,
see http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html. Any authors wishing to send
their paper OnlineOpen will be required to complete the payment form available from our
website at: https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp. Prior to acceptance
there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish your paper
OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any
other article. They go through the journal's standard peer-review process and will be accepted
or rejected based on their own merit.



74

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission
site http://mc.manuscriptcentral.com/jopm. The use of an online submission and peer review
site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds up the review
process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete
instructions for submitting a paper is available online and below. For further instructions, please
contact Editorial Assistant Gill Smith at JOPM.office@editorialoffice.co.uk

3.1. Getting Started

« Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or higher, Safari
1.2.4, or Firefox 1.0.4 or higher) and go to the journal's online Submission
Site: http://mc.manuscriptcentral.com/jopm.

* Log-in or, if you are a new user, click on 'register here'.
« If you are registering as new user.

- After clicking on 'register here’, enter your name and e-mail information and click 'Next'". Your
e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as
your user ID), and then select your areas of expertise. Click 'Finish'.

« If you are registered as user, but have forgotten your log in details, enter your e-mail address
under 'Password Help'. The system will send you an automatic user ID and a new temporary
password.

* Log-in and select 'Author Centre'.
3.2. Submitting Your Manuscript

« After you have logged into your 'Author Centre', submit your manuscript by clicking the
submission link under 'Author Resources'.

« Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your
manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

« Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.
* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.
- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.
- When you have selected all files you wish to upload, click the '‘Upload Files' button.

* Review your submission (in HTML and PDF format) before completing your submission by
sending it to the Journal. Click the 'Submit' button when you are finished reviewing.
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3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will be
automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the review process.
The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, text, references,
acknowledgements and conflict of interest statement, tables, and figure legends,
but no embedded figures. In the text, please reference figures as for instance 'Figure 1', 'Figure
2' etc to match the tag name you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts
should be formatted as described in the Author Guidelines below.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to Journal of Oral Pathology & Medicine will be reviewed by two
experts in the field. Journal of Oral Pathology & Medicine uses single blinded review. The
names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

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

3.6. E-mail Confirmation of Submission

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

3.7. Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to
check your 'Author Centre' for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-
mail once a decision has been made.

3.8. Submission of Revised Manuscripts

To submit a revised manuscripts please locate your manuscript under 'Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files uploaded
when you upload your revised manuscript.

3.9. Data Protection

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email address, and
affiliation, and other contact details the publication might require, will be used for the regular
operations of the publication, including, when necessary, sharing with the publisher (Wiley)
and partners for production and publication. The publication and the publisher recognize the
importance of protecting the personal information collected from users in the operation of these
services, and have practices in place to ensure that steps are taken to maintain the security,
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integrity, and privacy of the personal data collected and processed. You can learn more
at https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.html.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Research Articles: of high scientific quality representing original clinical, diagnostic
or experimental work in oral pathology and oral medicine. Papers advancing the science or
practice of these disciplines will be welcomed, especially those which bring new knowledge
and observations from the application of techniques within the spheres of light and electron
microscopy, tissue and organ culture, immunology, histochemistry, immunocytochemistry and
molecular biology. 3.000 words maximum, 6 figures and/or tables, and no more than 30
references

Review Papers: Journal of Oral Pathology & Medicine commissions review papers and also
welcomes uninvited reviews. Reviews should be submitted via the online submission
site: http://mc.manuscriptcentral.com/jopm and are subject to peer-review. 3.000 words
maximum, 6 figures and/or tables, and no more than 50 references

Systematic reviews:

A systematic review is a comprehensive high- level summary of primary research on a specific
research question that attempts to identify, select , synthesise and appraise all (high quality)
evidence relevant to that question. A meta-analysis uses statistical methods to quantitatively
evaluate pooled data from single studies. Many pathological reviews are likely not to have
sufficient data  on clinical outcomes to  warrant a  meta-analysis.
While the content of a systematic review will be partly determined by the topic and evidence,
as a minimum the review should:

« Clearly state the purpose of the review

* Determine inclusion and exclusion criteria to generate a PRISMA flowchart that includes
identification of studies, screening, eligibility and inclusion data (See Liberati A, Altman DG,
Tetzlaff J et al, The PRISMA statement for reporting systematic reviews and meta-analyses of
studies that evaluate healthcare interventions: explanation and elaboration. BMJ 2009: 339:
b2700)

» Determine the primary end point of the review ie. acceptance or rejection of the null
hypothesis

« Clearly describe the search methodology [databases (preferably more than one), search terms]
« Describe the process of data extraction
« Undertake statistical assimilation if appropriate

« Evaluate the quality and/or risk of bias of the studies included preferably using a standard
assessment tool (See Guyatt, GH, Oxman AD, Vist GE et al, GRADE: an emerging consensus
on rating quality of evidence and strength of recommendations. BMJ 2008; 336: 924-926

* Provide recommendations for future researches



77

Systematic reviews must be registered in the PROSPERO (International Prospective Register
of Systematic Reviews) database and the registration number provided in the text.

Case Reports: Please note that Journal of Oral Pathology & Medicine no longer accepts
submissions of case reports.

Brief Reports: Original research material requiring rapid publication because of their
significance and timeliness will be included as Brief Reports. 1.000 words maximum.

Letters to the Editor: Letters, if of broad interest, are encouraged. Letters should not be
confused with Brief Reports. Letters may deal with material in papers published in Journal of
Oral Pathology & Medicine or they may raise new issues, but should have important
implications. 750 words maximum. One figure or table, 5 references.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge

Articles exceeding 8 published pages are subject to a charge of USD 163 per additional page.
One published page amounts approximately to 5,500 characters.

5.2. Format Language:

The language of publication is English. Authors for whom English is a second language may
choose to have their manuscript professionally edited before submission to improve the English.
A list of independent suppliers of editing servicess can be found
at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and
arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or
preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Use only standard abbreviations (Vancouver
System). All units will be metric. Use no roman numerals in the text. In decimals, a decimal
point, and not a comma, will be used. Avoid abbreviations in the title. The full term for which
an abbreviation stands should precede its first use in the text unless it is a standard unit of
measurement. Useful is Baren DN, ed. Units, symbols, and abbreviations. A guide for
biological and medical editors and authors. 4. ed. London: Royal Society of Medicine.

Font: When preparing your file, please use only standard fonts such as Times, Times New
Roman or Arial for text, and Symbol font for Greek letters, to avoid inadvertent character
substitutions. In particular, please do not use Japanese or other Asian fonts. Do not use
automated or manual hyphenation.

5.3. Structure

All papers submitted to Journal of Oral Pathology & Medicine should include: title page,
abstract, main text, references and tables, figures, figure legends and conflict of interest
statement where appropriate. Manuscripts must conform to the journal style. Manuscripts not
complying with the journal format will be returned to the author(s).
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Title Page: Should be part of the manuscript document uploaded for review and include: The
title of the article, a running title of no more than 50 letters and spaces, 2-5 keywords, complete
names and institution for each author, corresponding author's name, address, email address and
fax number.

Abstract: is limited to 250 words in length and should contain no abbreviations. The abstract
should be included in the manuscript document uploaded for review as well as inserted
separately where specified in the submission process. The abstract should convey the essential
purpose and message of the paper in an abbreviated form. For original articles the abstract
should be structured with the following headings in accordance with Index Medicus (Medical
Subject Headings): background, methods, results and conclusions. For other article types,
please choose headings appropriate for the article.

Main Text of Original Articles: should be divided into introduction, material and methods,
results and discussion.

Introduction: should clearly state the purpose of the article. Give only strictly pertinent
references. Exhaustive literature reviews are inappropriate.

Materials and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the
references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced. As a
condition of publication, authors are required to make materials and methods used freely
available to academic researchers for their own use. This may for example include antibodies
etc. Other supporting data sets must be made available on the publication date from the authors
directly.

0] Clinical trials: Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines

available at www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be
included in the submission material.
Journal of Oral Pathology & Medicine encourages authors submitting manuscripts
reporting from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public
clinical trials registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-
dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The clinical trial registration number and name of
the trial register will then be published with the paper.

(i) Experimental subjects: Experimentation involving human subjects will only be
published if such research has been conducted in full accordance with ethical
principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki
(version, 2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if
any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must be
accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
understanding and written consent of each subject and according to the above
mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has been
independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.
Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether appropriate
procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should
be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute
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of Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental
procedures or with the European Communities Council Directive of 24 November
1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws and regulations.

(iii)  Suppliers:Suppliers of materials should be named and their location (town,
state/county, country) included.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not
repeat in the text all the data in the tables, illustrations, or both: emphasize or summarize only
important observations.

Discussion: Emphasize the new and important aspects of the study and conclusions that follow
from them. Do not repeat in detail data given in the Results section. Include in the Discussion
the implications of the findings and their limitations and relate the observations to other relevant
studies.

Main Text of Review Articles comprise an introduction and a running text structured in a
suitable way according to the subject treated. A final section with conclusions may be added.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other
than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions. See also above under Ethical Guidelines.

Conflict of Interest Statement: All sources of institutional, private and corporate financial
support for the work within the manuscript must be fully acknowledged, and any potential grant
holders should be listed. Please see Conflicts of Interest for generally accepted definitions on
conflict of interest? See also above under Ethical Guidelines.

5.4. References

References should be kept to the pertinent minimum and numbered consecutively in the order
in which they appear in the text. Reference numbers are cited in superscript. References cited
only in the tables or figure legends should be numbered in accordance with a sequence
established by the first identification of that figure or table in the text. Use the style of the
examples below, which are based AMA style. Try to avoid using abstracts as references.
Include manuscripts accepted, but not published; designate the abbreviated title of the journal
followed by (in press). Information from manuscripts not yet accepted, should be cited in the
text as personal communication. The references must be verified by the author(s) against the
original documents. Titles should be abbreviated in accordance with the style, used in AMA
10th edition and follow below points:

« If there are more than 6 author names in a reference then first three author names are retained
with ‘et al,” and et al, is in roman.

* Article title in roman and sentence case.

» Journal title in italics and abbreviated with period at the end of the title only and not for all
abbreviated terms.

» Semicolon used between year of publication and volume number.
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* Colon used between volume number and page range.

* Full page range is used.

* End period at the end of a reference

* Place of publication is given first and then publisher name is given.

* Colon used between publisher location and publisher name.

* Year of publication is given after publisher name with semicolon separator.
* Chapter title given in roman and sentence case

* Book title given in italics and title case

* Query is raised for page range if it is not given

* Accessed date is must for websites

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and
formatting. Reference Manager reference styles can be searched for here:
www.refman.com/support/rmstyles.asp

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be as
complete as possible. In text citations should cite references in consecutive order using Arabic
superscript numerals. Sample references follow

Journal article: 1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine,
lateral reticular, and inferior olivary projections to two paravermal cortical zones of the cat
cerebellum. J Comp Neurol 1998;390:537-551.

Book: 2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p. Please
note that journal title abbreviations should conform to the practices of Chemical Abstracts.

For more information about AMA reference style - AMA Manual of Style
5.5. Tables, Figures and Figure Legends Tables:

Should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each table on a separate sheet,
with titles making them self-explanatory. Due regard should be given to the proportions of the
printed page. Tables with greater than 6 columns will be counted as multiple tables.

Figures: All figures should clarify the text and their number be kept to a minimum. Text on
figures should be in CAPITALS. Line drawings should be professionally drawn; half-tones
should exhibit high contrast. Multi-paneled figures will be counted as multiple figures. Figures
can contain multiple images as long as these are grouped together on one page per figure with
one legend for each figure.

Due to space constraints within the Journal, no more than 6 figures and/or tables will be allowed

All figures and artwork must be provided in electronic format. Figure legends should be a
separate section of the manuscript, and should begin with a brief title for the whole figure and
continue with a short description of each panel and the symbols used: they should not contain
any details of methods.
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Submit your figures as EPS, TIFF or PDF files. Use 300 dpi resolution for photographic images
and 600 dpi resolution for line art.Full details of the submission of artwork are available at
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

Guidelines for Cover Submissions: If you would like to send suggestions for artwork related
to your manuscript to be considered to appear on the cover of the journal, please follow these
general guidelines.

6. AFTER ACCEPTANCE
6.1 Proofs

Proofs will be sent via e-mail as an Acrobat PDF (portable document format) file. The e-mail
server must be able to accept attachments up to 4 MB in size. Acrobat Reader will be required
in order to read this file.

6.2 Supporting Information
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