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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a expressdo das
metaloproteinases de matriz (MMP) -1, -2 e -9, a presenca de
miofibroblastos (MF) e o indice de proliferacdo celular em queilite
actinica (QA), carcinoma epidermoide de labio (CEL) e mucocele
(MUC). Trinta casos de QA, trinta de CEL e 20 de MUC foram
submetidos a técnica de imuno-histoquimica para avaliacdo da
expressao das proteinas MMP-1, MMP-2, MMP-9, a-actina de musculo
liso (a-SMA) e Ki-67. A imunomarcacdo de MMP-1 em tecido epitelial
foi maior em QA quando comparado as outras lesdes. No tecido
conjuntivo observou-se maior expressao em CEL. A MMP-2 apresentou
imunomarcacéo epitelial e estromal menor em CEL quando comparada
as outras lesGes. A marcacao epitelial para MMP-9 foi maior em QA
guando relacionada ao CEL. J& em tecido conjuntivo sua expressao foi
menor em QA em comparacdo com as outras lesdes. O indice de
proliferacdo celular foi crescente de acordo com o aumento da
severidade da displasia nas QA, enquanto para CEL foi maior nos casos
bem diferenciados em relacdo aos moderadamente diferenciados. Nao
houve diferenca na presenca de MFs entre as lesdes estudadas. Os
resultados sugerem que as MMPs -1, -2 e -9 possam influenciar no
comportamento  biolégico de QA e CEL participando do
desenvolvimento e progresséo da lesdo pré-maligna em maligna.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica. Metaloproteinase 1 da matriz.
Metaloproteinase 2 da matriz. Metaloproteinase 9 da matriz.
Miofibroblastos. Proliferacéo de células. Queilite. Carcinoma de células
escamosas. Labio.






ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the immunoexpression of
matrix metalloproteinases (MMP) -1, -2 and -9, the presence of
myofibroblasts (MF) and epithelial proliferation index in actinic cheilitis
(AC) and lip squamous cell carcinoma (LSCC) and mucocele (MUC).
Thirty cases of AC, thirty cases of LSCC and twenty cases of MUC
were selected for immunohistochemical investigation of the proteins
MMP-1, MMP-2, MMP-9, a-smooth muscle actin (a-SMA) and Ki-67.
The MMP-1 expression in the epithelial component was higher in AC
than MUC and CEL. In the connective tissue, the expression was higher
in LSCC. MMP-2 showed lower epithelial and stromal immunostaining
in LSCC when compared to AC and MUC. The epithelial staining for
MMP-9 was higher in AC when compared to LSCC. However in
connective tissue the expression was lower in AC compared to other
lesions. The cell proliferation rate was increased according to the
severity of dysplasia in AC, while in LSCC was higher in well
differentiated lesions compared to moderate differentiated. There was no
statistical significance of MFs in the studied lesions. The results suggest
that MMPs could affect the biological behavior of AC and LSCC
inasmuch as they participate of developing and progression from pre-
malignant lesion to malignant lesion.

Keywords: Immunohistochemistry. Metalloproteinase 1 of the matrix.
Metalloproteinase 2 of the matrix. Metalloproteinase 9 of the matrix.
Myofibroblasts. Cell proliferation. Cheilitis. Squamous cell carcinoma.
Lip.
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INTRODUCAO

1.1 QUEILITE ACTINICA

A queilite actinica (QA) é uma lesdo potencialmente malignizavel, ou
seja, que apresenta um risco aumentado de crescimento celular desordenado e
de transformar-se em cancer, resultante da exposigdo cronica e prolongada a
radiagdo ultravioleta (UV) (Silverman, Eversole e Truelove, 2004; Vieira et al.,
2012). Acomete, mais frequentemente, o labio inferior de homens de pele clara
com idade entre sexta a sétima décadas de vida, uma vez que os danos causados
pela radiagdo UV sdo acumulativos (Kaugars et al., 1999; Cavalcante, Anbinder
e Carvalho, 2008; Vieira et al., 2012). Esta lesdo é semelhante a queratose
actinica, doenca cutdnea potencialmente malignizavel também relacionada a
exposicdo cronica e excessiva a radiacdo UV (Neville et al., 2009). No entanto,
a epiderme, por possuir melanina e espessa camada de queratina, proporciona
uma protecdo natural contra os efeitos nocivos da radiagdo UV, ja o labio, por
ser semimucosa, apresenta camada cérnea mais delgada e menor quantidade de
melanina quando comparado a pele, o que faz com que seja mais vulneravel aos
efeitos nocivos da radiacdo UV (Kaugars et al., 1999; Vieira et al., 2012).

A exposic¢do cronica a radiagdo UV pode levar a alteracfes genotipicas e
fenotipicas das células epiteliais, genericamente chamadas de atipias ou
displasias epiteliais, que podem ser consideradas alteragcdes pré-malignas por
estarem associadas a um aumento de 10 a 20% do risco para desenvolvimento
do carcinoma epidermdide (Dos Santos et al., 2003). Dentre estas alteracGes,
destacam-se as alteragdes no ciclo celular e nos mecanismos de apoptose
(Ouhtit et al., 2000).

O diagndstico da QA ¢ baseado em achados clinicos e histopatoldgicos.
Clinicamente, a leséo caracteriza-se por atrofia e ressecamento da semimucosa
labial, escurecimento ou perda da nitidez da linha mucocutanea, descamagéao
constante e até a formacdo de ulceracdes (Neville e Day, 2002; Markopoulos,
Albanidou-Farmaki e Kayavis, 2004b; Cavalcante, Anbinder e Carvalho, 2008).
Histologicamente, € caracterizada por um epitélio de revestimento atréfico ou
acantético, hipercerat6tico e com graus variados de displasia epitelial. A ldmina
prépria mostra degeneragdo basofilica do colageno induzida pela radiagdo UV e,
comumente, observa-se um infiltrado inflamatério cronico adjacente ao epitélio
displasico (Markopoulos, Albanidou-Farmaki e Kayavis, 2004a; Silverman,
Eversole e Truelove, 2004; Neville et al., 2009).

De acordo com Kaugars et al. (1999), é essencial que o grau de displasia
epitelial seja determinado juntamente com o diagndstico histopatolégico da QA
(Kaugars et al., 1999). Segundo a mais recente classificacdo dos tumores de
cabeca e pescogo da Organizagdo Mundial da Salde (OMS), as displasias
epiteliais sdo caracterizadas tanto pelo seu aspecto citoldgico quanto arquitetural
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e, quando presentes em um epitélio alterado, podem ser classificadas em
displasia leve (DEL), displasia moderada (DEM) e displasia intensa (DEI)
(Barnes, 2005). O tratamento da QA pode ser cirdrgico e nao cirdrgico
dependendo, principalmente, do grau de displasia. Os pacientes necessitam de
um continuo monitoramento clinico e de educagdo em relagdo a protegdo de
seus labios dos danos provenientes da exposicéo a radiacdo UV(Kaugars et al.,
1999).

1.2 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LABIO

O Ministério da Saude - Instituto Nacional do Cancer, por meio da
publicagdo “Estimativa 2014: Incidéncia de Cancer no Brasil”, tendo
informacdes de referéncia para 2014 e 2015, estimou a ocorréncia de 15.290
casos novos de carcinoma epidermdéide bucal em 2014 no pais, sendo 11.280 em
homens e 4.010 em mulheres (Brasil, 2014). O carcinoma epiderméide de labio
(CEL) corresponde a 25-30% desses casos (Luna-Ortiz et al., 2004; Vieira et
al., 2012; Brasil, 2014). E uma doenca fortemente relacionada & exposic&o solar
cronica e, por isso, apresenta grande relevancia no Brasil, um pais tropical com
elevada incidéncia de radiagdo UV e elevada exposicdo populacional a essa
radiacdo, tanto na &rea rural quanto urbana, devido principalmente a sua
ocupagcéo profissional (Prado e Passarelli, 2009; Sena et al., 2010).

Acredita-se que o CEL seja precedido pela QA e, por isso, o perfil do
paciente seja parecido: normalmente homens de pele clara, com idade entre a 7°
e 8% décadas de vida, sendo o labio inferior mais acometido (Neville e Day,
2002; Antunes e Antunes, 2004; Luna-Ortiz et al., 2004; Regezi, Sciubba e
Jordan, 2008). As caracteristicas clinicas desta enfermidade sdo varidveis,
dependendo do estagio em que a lesdo se encontra. As leses geralmente sdo
assintomaticas e aparecem, inicialmente, sob a forma de uma Ulcera crbnica que
ndo cicatriza ou como uma lesdo exofitica que, ocasionalmente, possui uma
natureza verrucosa (Antunes e Antunes, 2004; Silva et al., 2006; Regezi,
Sciubba e Jordan, 2008). Caracteriza-se, histologicamente, pela presenca de
corddes ou ilhas de epitélio neoplasico apresentando pleomorfismo nuclear e
celular, hipercromatismo nuclear, aumento no nimero de mitoses e mitoses
atipicas, entre outras alteragdes. No estroma observa-se tecido conjuntivo denso
exibindo degeneracdo basofilica do colageno e infiltrado inflamatério cronico
(Neville et al., 2009).

Segundo a classificagdo histolégica da OMS para 0s carcinomas
epidermdides, estes podem ser graduados em bem diferenciados (BD), onde as
células neoplésicas sdo muito similares ao epitélio de origem; pouco
diferenciados (PD), onde o tecido neoplasico apresenta muitas alteracGes
celulares e arquiteturais, tornando dificil identificacdo do tecido de origem; ou
moderadamente diferenciados (MD), onde a neoplasia apresenta caracteristicas
entre esses dois extremos (Anneroth, Batsakis e Luna, 1987; De Araujo et al.,
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1997; Barnes, 2005). A cirurgia, acompanhada ou ndo de radioterapia, continua
a ser o padrdo ouro de tratamento do CEL. Quando comparado com carcinoma
epiderméide intra-oral, o prognéstico para o CEL é bom, com uma taxa de
sobrevivéncia em cinco anos de 95% (Neville e Day, 2002; Gutiérrez-Pascual et
al., 2012).

1.3 MUCOCELE

A mucocele (MUC) é uma lesdo benigna geralmente relacionada a
trauma que resulta na ruptura de um ducto de glandula salivar e extravasamento
de muco para os tecidos moles (Lee, Cho e Park, 2009; Neville et al., 2009).

A lesdo é assintomatica e apresenta-se como um aumento de volume
recorrente de consisténcia flutuante, com tamanho variando entre 1 e 2 cm e
acomete principalmente o labio inferior de criangas e adultos jovens, podendo
ser relatadas em qualquer idade (Neville et al., 2009; More et al., 2014).
Microscopicamente, apresenta-se como uma area de mucina extravasada
circundada por tecido de granulagdo. A inflamacdo apresenta numerosos
macrdfagos espumosos (Neville et al., 2009).

Muitas destas lesBes rompem-se e cicatrizam sozinhas, porém, quando
de natureza crbnica, necessitam de intervencdo cirlrgica para retirada da lesdo e
da glandula salivar relacionada para que se diminuam os riscos de recorréncia
(Neville et al., 2009; Carlson, 2015).

1.4 METALOPROTEINASES DE MATRIZ

A matriz extracelular (MEC) é composta basicamente por colageno,
proteoglicanas e glicoproteinas e participa da adesdo e sinalizacdo celular. A
membrana basal (MB) é uma forma especializada de MEC que separa o epitélio
do conjuntivo, proporcionando uma barreira de protecdo contra a invasao dos
carcinomas (Egeblad e Werb, 2002).

A invasdo tumoral é um processo dindmico e complexo, envolvendo
degradacdo da MEC e da MB para que as células malignas deixem seu lugar de
origem e adentrem outros tecidos e os canais linfo-vasculares (Amalinei et al.,
2010; Pietras e Ostman, 2010). Portanto, a prote6lise dos componentes da MB e
da MEC é um processo fundamental para a invasdo tecidual e,
consequentemente, para a progressdo neoplasica, funcdo que as
metaloproteinases de matriz (MMP) exercem com eficiéncia (Vilen et al.,
2013).

As MMPs sdo enzimas proteoliticas dependentes de calcio e zinco que
possuem a capacidade de degradar proteinas e desempenham fungdes em
diversos processos fisiologicos e patoldgicos, que incluem embriogénese, reparo



28

de feridas, doencas inflamatérias e cancer (De Vicente et al., 2005; Vilen et al.,
2013). Sdo sintetizadas e secretadas na forma de pro-enzimas por fibroblastos,
macrofagos, osteoblastos, neutréfilos, linfocitos, miofibroblastos, ceratindcitos
e células neoplésicas e necessitam de ativacdo no espaco extracelular para
desempenharem suas fungdes (Visse e Nagase, 2003; Vered et al., 2005; Lin et
al., 2006; Amalinei et al., 2010; Souza Freitas et al., 2011).

A colagenase A ou MMP-1 degrada colagenos tipo I, I1, 11, VII, VIII
e X, além de outras moléculas como a tenascina C. Ela participa de processos
como migracdo de ceratindcitos e re-epitelizacdo, aumento da proliferacdo
celular e apresenta acdo pr6 e anti-inflamatéria. (Visse e Nagase, 2003;
Amalinei et al., 2010). As gelatinases A e B ou MMP-2 e MMP-9,
respectivamente, degradam colageno tipo IV e outros componentes da MEC,
como coléageno tipo V, VII, X, gelatina tipo | e V, fibronectina e elastina (Visse
e Nagase, 2003; Amalinei et al., 2010). Ambas estdo associadas a invaséo de
células neoplésicas por sua habilidade em degradar o colageno do tipo IV da
MB, que é considerado o primeiro obstaculo a ser vencido no processo de
invasdo tumoral (Visse e Nagase, 2003; De Vicente et al., 2005; Amalinei et al.,
2010).

A expressdo das MMPs é aumentada na maioria das neoplasias
malignas humanas, quando em comparagdo com os tecidos de origem saudaveis
ou sob outras condicOes patoldgicas. Acredita-se que as MMPs possam regular
0 microambiente do tumor (Bissell e Radisky, 2001; Egeblad e Werb, 2002;
Amalinei et al., 2010). Neste interim, durante o processo de invasdo tumoral, as
células neoplasicas interagem com as células do estroma e com os componentes
da matriz extracelular (Kellermann et al., 2008). Assim, as MMPs também
seriam sintetizadas por células do estroma do tumor, incluindo fibroblastos,
miofibroblastos (MF), células inflamatdrias e endoteliais (Ziober et al., 2000).
Tal fato sugere que as células malignas induzem o estroma a produzir MMPs e
utilizam-se destas proteases em sua progressao, indicando um papel ativo para o
estroma na invaséo tumoral (Ziober et al., 2000; De Vicente et al., 2005).

Atualmente, as decisbes terapéuticas para o tratamento de lesdes
malignas fundamentam-se em pardmetros clinicos e patoldgicos, incluindo:
idade do paciente, presenca de metastases, fase e o grau de diferenciagdo
histolégica da neoplasia (Laimer et al., 2008). No entanto, estes fatores nédo
distinguem entre um tumor mais ou menos agressivo (Laimer et al., 2008).
Neste interim, marcadores especificos, como as MMPs, enzimas expressas em
varias neoplasias malignas e relacionadas com todas as fases de progresséo
tumoral, poderiam constituir alvos especificos para uma estratégia terapéutica
mais eficiente (Laimer et al., 2008; Barros et al., 2011).

1.5 MIOFIBROBLASTOS

Os miofibroblastos sdo células mesenquimais especializadas que
compartilham caracteristicas com fibroblastos e com células musculares lisas
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(Dayan, Nasrallah e Vered, 2005; Eyden et al., 2009). Apresentam-se,
morfologicamente, com formato fusiforme ou estrelar e possuem alfa-actina de
musculo liso (a-SMA) em sua composi¢do, o que confere ao MF a capacidade
contrétil, além de permitir a identificacdo destas células nos tecidos
(Desmouliére, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al.,
2009).

Os MFs foram descritos primeiramente como participantes da
cicatrizacdo de feridas abertas (tecido de granulacdo), o que levou a concluséo
de que estas células tém um papel na producédo da forca contratil (Tomasek et
al., 2002). Posteriormente foram encontrados em tecidos normais que sofrem
estresse mecanico, tais como: gengiva marginal, mucosa do palato, glandulas
sudoriparas, vasos sanguineos, vilosidades intestinais, mucosa uterina e estroma
testicular (Eyden et al., 2009). Sabe-se que estas células também estdo presentes
em lesBes reativas, neoplasias benignas localmente agressivas, fibromatoses,
sarcomas e carcinomas, incluindo os da cavidade oral (Dayan, Nasrallah e
Vered, 2005)

Os MFs derivam principalmente de fibroblastos, e menos
frequentemente de células do musculo liso, pericitos e células endoteliais
(Eyden et al., 2009; Thode et al., 2011). Acredita-se que o fator de crescimento
transformador beta-1 (TGF-f1) e as citocinas expressas por células tumorais
estejam envolvidos na transicdo de fibroblasto em MF (Desmouliére, Guyot e
Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Vered et al., 2009). Este processo é de
fundamental importancia na formacdo do tecido de granulagdo durante a
cicatrizacdo de feridas ou fibrose, na promogéo e regulacdo da transformagéo
epitelial maligna e na progressdo do cancer (Desmouliére, Guyot e Gabbiani,
2004; Eyden et al., 2009; Vered et al., 2009). Os MFs secretam numerosos
fatores de crescimento e mediadores inflamatorios que estimulam a proliferacéo
de células epiteliais, além de serem responsaveis pela sintese de MMPs,
favorecendo a invasdo e o desenvolvimento neoplasico (Desmouliére, Guyot e
Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009).

A relagdo entre as células epiteliais e o estroma é de fundamental
importancia na progressao neoplasica (Desmouliére, Guyot e Gabbiani, 2004;
Kellermann et al., 2007). Sabe-se que uma das caracteristicas de muitas
neoplasias epiteliais é a reacdo estromal, caracterizada pelo acimulo local de
células e de componentes do tecido conjuntivo, na qual é fundamental a
participacdo dos MF (Desmouliere, Guyot e Gabbiani, 2004). No estroma de
neoplasias, a contratilidade e a produgdo de colageno pelos MF explica o
fendmeno de retracdo e consisténcia firme vista em alguns carcinomas (Eyden
et al., 2009). Estudos demonstraram que o aumento de MF no estroma de
diversas neoplasias esta relacionado a um pior progndstico para o paciente
(Kellermann et al., 2007; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009; Thode et
al., 2011).
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1.6 ANTIGENO DE PROLIFERAGAO CELULAR Ki-67

A proliferacdo celular consiste em um processo biol6gico vital ao
organismo e caracteriza-se por um aumento do nimero de células que tenham
completado seu ciclo celular. O controle deste processo é perdido nas lesdes
neoplasicas malignas e a taxa de proliferacdo celular pode indicar a
agressividade e o potencial de recidiva das neoplasias (Brown e Gatter, 2002;
Tumuluri, 2002).

O antigeno de proliferagdo Ki-67 é uma proteina ndo-histona que é
produzida no nlcleo das células durante as fases G1, S, G2 e M e ausente na
fase GO do ciclo celular e, por isso, é considerada um dos marcadores mais
confidveis na identificacdo da atividade proliferativa de um tecido (Gerdes et
al., 1984; Brown e Gatter, 1990; Sittel et al., 1999; Scholzen e Gerdes, 2000).
Em patologia é utilizado na rotina como um marcador nuclear de proliferacéo
que reflete a fracdo proliferativa total de um tecido (Gonzalez-Moles et al.,
2010; Birajdar et al., 2014). Tal biomarcador também pode ser utilizado para
prever o estado de crescimento e comportamento agressivo de lesdes
potencialmente malignas e carcinoma oral (Salvadori et al., 2014).

O Ki-67 participa do grupo de moléculas que estimulam o crescimento
tumoral através da aceleracdo do ciclo celular e proliferacdo (Schliephake,
2003). Em lesdes de mucosa oral, estudos demonstram que o namero de células
positivas para Ki-67 aumenta de acordo com o aumento da severidade do grau
de displasia epitelial (Kurokawa et al., 2003) e do grau de diferenciacéo
histopatoldgica no carcinoma epidermdide oral (Tumuluri, Thomas e Fraser,
2002).

Diversos trabalhos estudaram a presenga das MMPs em carcinoma
epidermoide oral e QA de forma isolada (De Vicente et al., 2005; Barros et al.,
2011; Mohtasham et al., 2013; Poulopoulos, Andreadis e Markopoulos, 2013),
no entanto, ainda sdo escassos os estudos envolvendo a correlacéo da expressdo
destas proteases entre CEL e QA (Souza Freitas et al., 2011). Sabendo da
importancia destas proteinas, bem como do Ki-67 e dos MF na progressao
neoplasica, este estudo imuno-histoquimico buscou avaliar a associagao entre a
presenca de MMPs -1, -2 e -9, MF e o indice proliferagdo celular em leséo pré-
maligna (QA) e lesbes malignas de labio (CEL), quando comparadas a uma
lesdo de labio ndo-neoplasica (MUC).
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a escassez de trabalhos relacionando as lesbes de QA
(potencialmente malignizdvel) e CEL (uma lesdo maligna) quando em
comparagdo ao tecido ndo-neoplasico (MUC) e sabendo-se da incidéncia destas
lesbes no Brasil, é essencial compreender melhor os mecanismos de
desenvolvimento e invasdo neoplasicos, bem como conhecer melhor a interagéo
entre células epiteliais e tecido conjuntivo e sua possivel relacdo com os
tratamentos do cancer. Para isto, este trabalho buscou avaliar a expressdo das
MMPs, bem como a presenca de MF e do indice de proliferagdo celular.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca das MMPs -1, -2 e -9, presenca de MFs e o
indice de proliferacdo epitelial em 30 casos de QA (lesdo potencialmente
malignizavel), 30 casos de CEL (lesdo maligna) e 20 mucoceles (MUC) por
meio da técnica de imuno-histoquimica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Classificar as QAs de acordo com seu grau de displasia epitelial e
os CELs de acordo com seu grau de diferenciacdo histoldgica;

- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica das MMPs -1, -2 e -9 em
QAs, CELs e MUCs;

- Avaliar a presenca de MFs por meio da expressdo imuno-
histoquimica para a-SMA em QAs, CELs e MUCs;

- Analisar o indice proliferativo das células epiteliais de QAs, CELs
e MUCs por meio da marcacdo imuno-histoquimica para antigeno de
proliferacdo celular Ki-67;

- Comparar a expressdo de cada proteina estudada entre QA, CEL e
MUC.
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4 ARTIGO

Artigo formatado conforme normas da revista Oral Oncology
(ANEXO B), com excec¢do do idioma e do formato das referéncias.

TITULO

Expressdo das metaloproteinases de matriz -1, -2 e -9,
miofibroblastos e Ki-67 em queilites actinicas e carcinoma epidermoide
de labio

RESUMO

Objetivo: Investigar a expressdo das metaloproteinases de matriz
(MMP) -1, -2 e -9, a presenca de miofibroblastos (MFs) e o indice de
proliferacdo celular em queilite actinica (QA) e carcinoma epidermoéide
de I&bio (CEL).

Materiais e métodos: Trinta casos de QA, trinta de CEL e vinte de MUC
foram selecionados para investigacdo imuno-histoquimica das proteinas
MMP-1, MMP-2, MMP-9, a-actina de musculo liso (a-SMA) e Ki-67.
Resultados: A imunomarcacdo de MMP-1 em tecido epitelial foi maior
em QA quando comparados a&s outras lesdes. No tecido conjuntivo
observou-se maior expressdo em CEL. A MMP-2 apresentou
imunomarcacdo epitelial e estromal menor em CEL quando comparada
as outras lesGes. A marcacao epitelial para MMP-9 foi maior em QA
guando relacionada ao CEL. J& em tecido conjuntivo sua expressao foi
menor em QA em comparacdo com as outras lesdes. O indice de
proliferacdo celular foi crescente de acordo com o aumento da
severidade da displasia nas QA, enquanto para CEL foi maior nos casos
bem diferenciados em comparacdo com 0s moderadamente
diferenciados. Ndo houve diferenga significante na presenca de MFs
entre as lesdes estudadas.

Conclusdo: Os resultados sugerem que as MMPs -1, -2 e -9 possam
influenciar no comportamento bioldgico de QA e CEL participando do
desenvolvimento e progressdo da lesdo pré-maligna em maligna.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica; Metaloproteinase 1 da matriz;
Metaloproteinase 2 da matriz, Metaloproteinase 9 da matriz;
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Miofibroblastos; Proliferacdo de células; Queilite; Carcinoma de células
escamosas; Labio.

INTRODUCAO

A queilite actinica (QA) é uma lesdo potencialmente
malignizavel resultante da exposicdo crénica e prolongada a radiacdo
ultravioleta (UV) (Vieira et al., 2012). A exposicdo a radiacdo UV leva
a alteracdes genotipicas e fenotipicas das células epiteliais que podem
ser associadas a um aumento de 10 a 20% do risco para
desenvolvimento do carcinoma epidermdide (Dos Santos et al., 2003). O
carcinoma epidermoide de labio (CEL) corresponde a 25-30% dos casos
de carcinoma epidermoéide bucal (Luna-Ortiz et al., 2004; Vieira et al.,
2012; Brasil, 2014) e constitui uma enfermidade de grande relevancia no
Brasil, um pais tropical com elevada incidéncia de radiacdo UV (Prado e
Passarelli, 2009; Sena et al., 2010).

A progressdo e invasdo tumorais sdo processos dinamicos e
complexos, que envolvem a degradacdo da matriz extracelular (MEC) e
da membrana basal (MB) para que as células malignas deixem seu sitio
de origem e adentrem outros tecidos e estruturas (Amalinei et al., 2010).
Portanto, a protedlise dos seus componentes é fundamental para a
invasdo tecidual e, consequentemente, para a progressdo neoplasica -
fungdo que as metaloproteinases de matriz (MMP) exercem com
eficiéncia (Vilen et al., 2013). As MMPs sdo enzimas proteoliticas que
desempenham funcdes em diversos processos fisioldgicos e patoldgicos,
como doengas inflamatorias e cancer (De Vicente et al., 2005; Vilen et
al., 2013). Sédo sintetizadas e secretadas na forma de pré-enzimas por
fibroblastos, macrofagos, osteoblastos, neutréfilos, linfécitos,
miofibroblastos, ceratindcitos e células neoplasicas e necessitam de
ativacdo no espago extracelular para desempenharem suas funcfes
(Visse e Nagase, 2003; Vered et al., 2005; Lin et al., 2006; Amalinei et
al., 2010; Souza Freitas et al., 2011).

A MMP-1 degrada colagenos tipo I, I1, 11, VII, VIII e X, além
de outras moléculas como a tenascina C. Ja as MMP-2 e -9 degradam
colageno tipo IV e outros componentes da MEC, como colageno tipo V,
VII, X, gelatina tipo | e V, fibronectina e elastina (Visse e Nagase, 2003;
Amidlinei et al., 2010). A expressdo das MMPs é aumentada em
neoplasias malignas humanas, quando em comparacdo com 0s tecidos
de origem. Acredita-se que as MMPs possam regular o microambiente
do tumor (Bissell e Radisky, 2001; Egeblad e Werb, 2002). Neste
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interim, durante o processo de invasdo tumoral as células neopléasicas
interagem com as células do estroma e com 0s componentes da MEC,
estimulando a producdo de MMPs por fibroblastos, miofibroblastos
(MF), células inflamatdrias e endoteliais (Ziober et al., 2000; De
Vicente et al., 2005; Kellermann et al., 2008).

Os MFs sdo células mesenquimais especializadas que
compartilham caracteristicas com fibroblastos e com células musculares
lisas (Dayan, Nasrallah e Vered, 2005; Eyden et al., 2009). Acredita-se
que o fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-B1) e as citocinas
expressas por células tumorais estejam envolvidos na transicdo de
fibroblastos em MFs (Desmouliere, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et
al., 2009; Vered et al., 2009). Este processo é de fundamental
importancia na formacdo do tecido de granulagdo, na promogdo e
regulacdo da transformacdo epitelial maligna e na manutencdo da
progressdo do cancer (Desmouliére, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et
al., 2009; Vered et al., 2009). Os MFs secretam numerosos fatores de
crescimento e mediadores inflamatorios que estimulam a proliferacdo de
células epiteliais, além de serem responsaveis pela sintese de MMPs,
favorecendo a invasdo e o desenvolvimento neoplasico (Desmouliére,
Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009).
Estudos demonstraram que o aumento de MF no estroma de diversas
neoplasias esta relacionado a um pior prognéstico para o paciente
(Kellermann et al., 2007; Eyden et al., 2009; Kawashiri et al., 2009;
Thode et al., 2011).

Finalmente, o controle da proliferacdo celular ¢ perdido nas
lesbes neoplasicas malignas e a taxa de proliferacdo celular pode indicar
a agressividade e o potencial de recidiva das neoplasias (Brown e Gatter,
2002; Tumuluri, 2002). Na mucosa oral, estudos demonstram que o
nimero de células positivas para Ki-67, uma proteina ndo-histona de
proliferacdo celular, aumenta com a presenca e de acordo com o
aumento da severidade do grau de displasia epitelial (Kurokawa et al.,
2003) e do grau de diferenciacdo histopatoldgica no carcinoma
epidermdide oral (Tumuluri, Thomas e Fraser, 2002).

Sabendo da importancia destas proteinas na progressdo
neoplasica, alguns artigos estudaram seus papéis na carcinogénese de
labio de modo que este estudo imuno-histoquimico foi desenhado para
avaliar a associagdo entre a presenca de MMPs -1 , -2 e -9, MF e 0
indice proliferagdo celular em leséo pré-maligna (QA) e lesfes malignas
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de labio (CEL), quando comparadas a uma lesao de labio ndo-neoplésica
(MUC).

MATERIAIS E METODOS
Selecdo da amostra

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). As amostras foram selecionadas a partir dos arquivos do
Laboratério de Patologia Bucal e do Servico de Anatomia Patoldgica do
Hospital Universitario da UFSC e divididas em: QA, composto por 30
casos de QA; CEL, composto por 30 casos de carcinoma epidermaoide de
labio; e MUC, contendo 20 casos de bidpsias oriundas de mucocele que
continham revestimento epitelial, como fonte de epitélio ndo neopléasico.
A utilizacdo de mucoceles ocorreu devido a inviabilidade de obtencdo
de fragmentos de labio normal.

Analise histoldgica

As laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) foram
analisadas simultaneamente por trés examinadores para determinagdo do
grau de displasia epitelial nas QAs e grau de diferenciacéo
histopatoldgica dos CELSs, seguindo os critérios estabelecidos pela OMS
(Barnes, 2005). As displasias epiteliais foram classificadas em leves
guando a presenca de alteracBes displasicas se restringia somente ao
terco inferior do epitélio; moderadas, quando estas alteragbes eram
encontradas até o terco médio; e intensas, quando as alteracGes
displasicas ultrapassavam o terco médio e estendiam-se ao terco
superior (Barnes et al., 2005). Os carcinomas foram classificados bem
diferenciados (muito similar ao seu epitélio de origem), pouco
diferenciada (uma lesdo em que predominam células imaturas, com
numerosas mitoses tipicas e atipicas, além de minima ceratinizacéo,
tornando muitas vezes, dificil identificar seu tecido de origem) ou
moderadamente diferenciada, com caracteristicas entre esses dois
extremos (Anneroth, Batsakis e Luna, 1987; De Araljo et al., 1997;
Barnes et al., 2005)
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Imuno-histoquimica

As amostras foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica
pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram incluidos
controles positivos para todos os anticorpos (Quadro 1) e o controle
negativo de todas as reagdes foi realizado pela omissdo do anticorpo
primario. Das amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina
foram obtidos cortes de 3um de espessura, estendidos em ldminas de
vidro silanizadas (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Foi realizada a
desparafinizagdo e reidratagdo dos cortes, seguidas de imersdo em
solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% em metanol para o bloqueio da
peroxidase enddgena. A recuperacdo antigénica foi realizada com
solugdo tampdo de citrato 0,01M a 96°C. O bloqueio dos sitios
inespecificos foi realizado pela incubacdo dos cortes em solucéo de leite
desnatado a 5% em tampdo fosfato salina (PBS), por 40 minutos. A
incubacdo com os anticorpos primarios (Quadro 1) foi realizada em
camara Umida mantida sob refrigeracdo (4 a 8°C), overnight.

A sequir foi utilizado o Kit LSAB (Dako Corporation,
Carpinteria, CA, EUA) com anticorpo secundario biotinilado, e
complexo estreptavidina-peroxidase. As laminas entdo foram coradas
com solucdo cromdgena DAB (Dako, Corporation, Carpinteria, CA,
EUA) e contra coradas com Hematoxilina de Harris. Apés desidratacdo
e diafanizacdo, as laminas foram montadas com Entellan (Merck,
Darmstadt, Alemanha).

Anticorpo Clone Fabricante Diluicéo Controle positivo
MMP-1 Policlonal DBS 1:300 Placenta
MMP-2 Policlonal Sigma 1:50 Carcinoma de mama
MMP-9 Policlonal Sigma 1:250 Medula
a-SMA Policlonal Sigma 1:1000 Vasos sanguineos

Ki-67 Monoclonal Biocare 175 Carcmo_ma epidermdide
— SP6 intra-oral

Quadro 1: Anticorpos utilizados
Analise das reacfes de imuno-histoquimica
As laminas tiveram sua identificagdo mascarada, de forma que a

avaliacdo das reacOes foi realizada por um examinador cegado e
calibrado (Kappa>0,8) que utilizou o software NIH Image] 1.410
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(National Institute of Health, Bethesda, EUA). Foram obtidas, por meio
de camera fotografica (Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) acoplada a
microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha),
5 imagens equidistantes da interface entre epitélio e conjuntivo de cada
caso, com magnitude de 400X. A interface entre epitélio e conjuntivo
foi a area escolhida para este estudo, pois é nesta que se encontra o
fronte de invasdo dos CEL, foco principal de interesse no estudo das
MMPs (Barros et al., 2011; Souza Freitas et al., 2011) e assim
possibilitou um padréo de comparagdo com QA e MUC.

A avaliagdo para MMP-1, -2 e -9, caracterizada pela coloracdo
castanha no citoplasma e MEC, foi obtida individualmente no tecido
epitelial e tecido conjuntivo. A anélise do tecido epitelial foi realizada
através da média da porcentagem de células positivas dos 5 campos
equidistantes. Ja a andlise do tecido conjuntivo deu-se por meio da
média da porcentagem da area marcada (pixels positivos) em relagéo a
area total do tecido conjuntivo de cada campo (pixels totais) das 5
imagens obtidas de cada caso.

Para verificar a presenca de MFs foi observada a expressdo de
a-SMA nos MFs presentes no tecido conjuntivo adjacente ao epitélio.
Esta avaliacdo foi realizada através da média de células positivas dos 5
campos para cada caso. Foram consideradas positivas as células que
apresentaram marcagao castanha no citoplasma, excluindo-se as células
inflamatdrias, células endoteliais e células nas proximidades dos vasos
sanguineos (positivas para a-SMA).

A avaliagdo da imunopositividade para Ki-67, caracterizada
pela coloracdo castanha do ndcleo nas células epiteliais, foi obtida pela
média da porcentagem de nicleos positivos por campo analisado. Para
cada caso foram contadas pelo menos 1000 células epiteliais (positivas e
negativas) somadas nos 5 campos equidistantes.

Analise estatistica

Foi realizada a estatistica descritiva para cada varidvel
analisada, e a comparacgdo da expressdo dessas varidveis entre 0s grupos
analisados QA, CEL e MUC por meio do teste t ndo pareado utilizando-
se o programa Microsoft Excel (Microsoft Office Corporation,
Washington, EUA). Os resultados foram expressos como média da
porcentagem de células coradas ou &rea corada + desvio-padrdo da
média (DPM). Considerou-se valor de p<0,05 para dados com
significancia estatistica.
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RESULTADOS
Anélise Histoldgica

A anélise dos casos estudados para determinagcdo do grau de
displasia epitelial nas QA e grau de diferenciacdo histopatoldgica dos
CEL, seguindo os critérios estabelecidos pela OMS (Barnes, 2005) e
resultou em 9 casos de QA apresentando displasia epitelial leve (DEL),
14 apresentando displasia epitelial moderada (DEM) e 7 apresentando
displasia epitelial intensa (DEI) (Tabela 2). Ja& dentre os 30 CEL
estudados, 12 casos apresentavam-se bem diferenciados (BD), 8 casos
eram moderadamente diferenciados (MD) e 10 casos pouco
diferenciados (PD) (Tabela 3).

Analise Imuno-histoquimica

Todos o0s resultados da avaliagdo imuno-histoquimica
encontram-se detalhados nas tabelas 1, 2 e 3.

MMPs

A imunomarcacdo das MMPs mostrou um padrdo de marcacao
que dividia o epitélio em tercos basal, médio e superior, sendo que a
marcacdo foi sempre presente de forma mais intensa no terco inferior. A
marcacdo em tecido conjuntivo ocorreu tanto no citoplasma das células
presentes neste tecido, quanto na MEC, exceto em areas com
degeneracéo basofilica do colageno (Figura 1A-I).

A imunomarcacdo para a enzima MMP-1 foi significantemente
mais presente no epitélio dos casos de QA quando comparados com
MUC (p=0,023) e com CEL (p=0,029). Ja no caso da expressdao em
tecido conjuntivo, observou-se significancia estatistica somente na
comparacdo entre CEL e MUC (p=0,013), porém ela foi
quantitativamente mais expressa em CEL (7,29% +6,21) quando
comparado com a QA (4,80% =4,24). Importante ressaltar a maior
média de marcacdo para MMP-1 nas QA com DEI (6,18% £5,77) em
comparagdo com DEL (2,84% +1,92) e DEM (4,88% +3,81) apesar da
auséncia de significancia.

A enzima MMP-2 apresentou imunomarcacdo epitelial
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significativamente menor em CEL quando comparado com QA
(p=0,003) e MUC (p=0,004). No caso da expressdo em tecido
conjuntivo observou-se significancia estatistica somente na comparacao
entre QA e MUC (p=0,029), sendo a expressdo maior em MUC.

Finalmente, no caso da MMP-9, a marcacdo epitelial foi
significantemente mais presente em QA quando comparado com CEL
(p=0,003), ndo havendo diferenca estatistica entre QA e MUC, apesar da
diferenca de expressdo entre ambas (59,07% +28,84 para QA e 41,68%
138,43 para MUC). No entanto, quando analisada a expressdo da
enzima em tecido conjuntivo verificou-se uma menor expressdao em QA
guando comparado com CEL (p<0,001) e com MUC (p=0,033).

N&o foram observadas diferencas estatisticas significantes em
nenhum dos outros parametros estudados para as MMPs.

Proliferacdo Celular (Ki-67)

A imunomarcacdo do anticorpo Ki-67 foi observada no ndcleo
das células epiteliais das camadas basal e parabasal do epitélio de MUC
e QA e dispersa nas areas de invasdo de CEL (Figura 1J-L). N&do se
observou diferenca significante entre os MUC, QA e CEL estudados
entre o percentual de células positivas para o anticorpo Ki-67. No
entanto, observou-se que o indice de proliferacdo celular foi crescente
de acordo com aumento da severidade da displasia. J& para os casos de
CEL, houve diferenca estatisticamente significante na comparagéo entre
CEL BD e MD, sendo maior em BD (p=0,004).

Miofibroblastos (a-SMA)

A presenca de MFs foi observada no tecido conjuntivo
adjacente a todas as lesdes (Figura 1M-O). Ndo foram observadas
diferencas estatisticas significantes em nenhum dos parametros
estudados para a andlise dos MF a partir do estudo imuno-histoquimico
com o anticorpo a-SMA.

DISCUSSAO

Diversos trabalhos estudaram a presenca das MMPs em
carcinoma epidermdide oral e QA de forma isolada (De Vicente et al.,
2005; Barros et al., 2011; Mohtasham et al., 2013; Poulopoulos,
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Andreadis e Markopoulos, 2013), no entanto, ainda sdo escassos 0S
estudos envolvendo a correlacdo da expressdo destas proteases entre
CEL e QA (Souza Freitas et al., 2011). Neste estudo, avaliou-se a
expressdo das MMPs -1, -2 e -9, Ki-67 ¢ a-SMA nos componentes
epitelial e conjuntivo de CEL, uma neoplasia maligna de
comportamento invasivo, bem como de QA, uma lesdo com potencial de
transformacdo em CEL. Como parametro de comparacdo, avaliou-se a
expressdo das mesmas proteinas em uma lesdo labial ndo-neoplésica, a
mucocele (MUC). Vale ressaltar que MUC ndo é a melhor fonte de
comparagdo para este tipo de estudo, pois apresenta componente
inflamatério  variavel e, consequentemente, diversas citocinas
inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e a
interleucina-1 beta (IL-1B), que podem estimular a produgdo de MMPs
(Hoque, Azuma e Sato, 1998). No entanto, frente a auséncia de tecido
labial normal nos arquivos de coleta das amostras e aos conflitos éticos
envolvidos na aquisicdo cirtrgica de tecido labial normal, MUC foi a
fonte de epitélio labial ndo-neoplasico mais viavel.

Sabe-se que QA e CEL tém relagdo com a exposicao cronica e
prolongada a radiacdo UV (Sena et al., 2010; Vieira et al., 2012) que,
por sua vez, pode ativar as MMPs, levando a degradacdo da MEC
(Pillai, Oresajo e Hayward, 2005). O padrdo de imunomarcagdo das
MMPs no epitélio das lesGes estudadas foi mais evidente no tergo basal
e sua expressdo em tecido conjuntivo ocorreu tanto no citoplasma das
células ali presentes, quanto na MEC. Levando-se em conta que a
relacdo entre as células epiteliais e o tecido conjuntivo subjacente (seja
ele denominado lamina propria nos casos de MUC e QA ou estroma nos
casos de CEL) é de fundamental importancia na progressdo tumoral
(Desmouliére, Guyot e Gabbiani, 2004; Kellermann et al., 2007), este
padrdo de marcacdo, quando evidenciado principalmente em QA e CEL,
é condizente com as fungBes determinadas para estas proteinas na
progressao e invasao neoplasica (De Vicente et al., 2005; Kellermann et
al., 2008; Pietras e Ostman, 2010).

A MMP-1 exerce papel fundamental na remodelacdo da MEC,
degradando diretamente varios de seus componentes, principalmente o
colageno intersticial (tipo 1) e ativando, indiretamente, a MMP-2, uma
das principais enzimas responsaveis pela invasdo tumoral (De Vicente
et al., 2005; Cao, Xiang e Li, 2009). Assim, a MMP-1 parece exercer
importantes fungdes nas fases pré-malignas e em leses in situ, fato que
condiz com sua maior expressdo epitelial na fase pré-maligna (QA),
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principalmente quando esta apresentava DEI.

No entanto, a andlise da expressaio de MMP-1 no tecido
conjuntivo revelou predominio nos casos de CEL. Isto também pode ser
explicado pela capacidade da MMP-1 de clivar colageno do tipo I,
componente abundante no estroma circundante do tumor e, portanto,
participar do fenémeno da invasdo, uma constante no comportamento
das neoplasias malignas (Shimizu et al., 2008). Barros et al. (2011)
também encontraram marcacdo de MMP-1 de moderada a intensa no
estroma da maioria dos CEL estudados e sugeriram que tal fato diz
respeito a inducdo da producdo estromal de MMPs pelas células
neoplasicas (Barros et al., 2011).

A imunoexpressdo, tanto de MMP-2 quanto de MMP-9, foi
menor no parénquima dos CELs quando comparada ao epitélio de QAs
e MUCs. Inomata et al. (2003) encontraram relagdo positiva entre a
exposicdo a radiacdo UV e a degeneragdo da MB por gelatinases
(Inomata et al., 2003). As MMPs -2 e -9 degradam componentes da MB
e MEC, afim de que as células neoplasicas penetrem no tecido
conjuntivo (De Vicente et al., 2005; Pietras e Ostman, 2010) e isso
poderia justificar a maior expressdo de MMP -2 e -9 no epitélio da QA,
lesdo em que ainda ndo houve a destruicdo da MB, sendo necessaria
maior expressao epitelial das gelatinases quando comparado com CEL,
doenca ja invasiva. Souza Freitas et al. (2011), utilizando método semi-
guantitativo baseado em porcentagem de imunorreatividade e
intensidade de marcag&o, encontraram imunoexpressdo maior em células
epiteliais do CEL quando comparado a QA (Souza Freitas et al., 2011),
no entanto, devido as diferencas metodoldgicas na avaliacdo, nédo
existem pardmetros seguros de comparagdo com 0s resultados
encontrados no presente estudo.

Em tecido conjuntivo, observou-se predominio da expressao
imuno-histoquimica das MMPs -2 e -9 em CEL quando comparado com
QA, mostrando um quadro inverso quando comparado com a expressao
epitelial. Esse resultado pode ser explicado, pois ap6s a degradacéo pela
MMP-1, o colageno tipo | (principal componente do estroma) é
transformado em gelatina, componente a ser clivado pelas gelatinases
(MMPs -2 e -9), sendo estas essenciais na progressdo e invasdo tumoral
(Cotrim et al., 2002; De Vicente et al., 2005; Pietras e Ostman, 2010).

Finalmente, as MMPs estudadas mostraram tendéncia de
expressao predominante no epitélio quando na fase pré-maligna (QA) e
predominéncia em tecido conjuntivo na fase maligna (CEL). Tal fato faz
crer que na QA, doenca ndo invasiva, as MMPs seriam um dos fatores
envolvidos diretamente na progressdo do componente epitelial para a
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malignidade, provavelmente exercendo a sua capacidade de regulacdo
do microambiente alterado, proliferacdo epitelial e degradacdo da MB
(Bissell e Radisky, 2001; Egeblad e Werb, 2002; Visse e Nagase, 2003;
De Vicente et al., 2005; Amalinei et al., 2010) e assim colaborariam na
progressdo neopléasica. J4, quando a malignidade estivesse estabelecida
(CEL), essas MMPs exerceriam um papel preponderante na viabilizagdo
da invasdo tecidual, a partir da inducdo da sua producdo pelo estroma
(Ziober et al., 2000; De Vicente et al., 2005).

A marcante presenca das MMPs -1, -2 e -9 em MUC, tanto no
componente epitelial, quanto no componente de tecido conjuntivo, pode
ser explicada pelo fato das mucoceles apresentarem diversas citocinas
inflamatdrias, que podem estimular a producdo de MMPs, além de
abundantes quantidades de MMP-1 em macréfagos, o que pode levar a
expressdo de MMP-2 por fibroblastos e MMP-9 também por
macrofagos (Hoque, Azuma e Sato, 1998; Pesce et al., 2003).

No presente estudo, a comparacdo da presenca de MFs entre a
lesdo maligna, lesdo pré-maligna e ndo-neoplasica ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante. Uma das hipoteses para explicar
tal auséncia de diferenca estatistica seria a influéncia negativa da
degeneracdo basofilica do tecido conjuntivo presente em QA e CEL
sobre a atividade de MFs, j& que sabe-se que a exposicao excessiva a
radiacdo UV leva & degradacdo do tecido conjuntivo, por meio de
mudancas celulares e mudancas no perfil proteico da sua MEC, com
alteragdes ultra-estruturais e deposicao de substancia exdgenas (Suwabe
et al., 1999; Ma et al., 2008). Além disso, os fibroblastos, que
constituem uma das fontes de origem para os MFs, quando expostos a
UV passam a exibir diversas alteraces fenotipicas (Ma et al., 2008).
N&o estd claro na literatura se essas mudangas afetam a presenca e a
atividade dos MFs, mas devem ser consideradas para estudos futuros.

A presenca elevada de MFs em MUCs pode ser explicada pelo
fato de os primeiros eventos de diferenciacdo dos fibroblastos em MFs
ocorrerem em resposta a alteragcbes na composicdo e organizacdo do
microambiente associado com citocinas liberadas localmente por células
inflamatorias, normalmente presentes em MUC (Vered et al., 2009).

No entanto, apesar da auséncia de significancia, ressalta-se que
a média de células marcadas para QA e CEL foi maior que para MUC.
Este achado condiz com diversos estudos, que encontraram maior
presenca de MFs em carcinoma epidermdide oral em comparacdo com
tecidos sadios ou ndo neoplasicos (Kellermann et al., 2007; Etemad-
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Moghadam et al., 2009; Seifi et al., 2010; Rodrigues et al., 2015). Este
padrdo de apresentacdo deve-se ao fato dos MFs secretarem numerosos
fatores de crescimento e mediadores inflamatérios que estimulam a
proliferacdo de células epiteliais, além de serem responsaveis pela
sintese de MMPs, favorecendo o desenvolvimento neoplasico
(Desmouliére, Guyot e Gabbiani, 2004; Eyden et al., 2009; Kawashiri et
al., 2009; Lucio et al., 2013). Importante ressaltar também a maior
presenca de MFs nas lesbes de CEL menos diferenciadas, dado
compativel com estudo de Rodrigues et al. (2015) que detectaram maior
densidade de MFs no estroma de carcinomas epidermdides orais MD e
PD em comparac¢do com BD (Rodrigues et al., 2015).

Da mesma forma a avaliacdo da proliferacdo celular, por meio
da avaliacdo do antigeno de proliferacdo celular Ki-67, nas doencas
estudadas ndo resultou em diferencas estatisticamente significantes. No
entanto, quando as médias de células positivas entre as lesbes sdo
levadas em conta, observou-se maior indice de proliferacdo celular nas
lesbes de CEL, quando comparada a MUC e a QA. Sabe-se que o
desenvolvimento do carcinoma epidermdide oral é um processo de
multiplas fases, que compreende etapas de iniciacdo, promocdo e
progressdo tumoral (Chen et al.,, 2011). A perda do controle da
proliferacdo celular é considerada um dos mecanismos bioldgicos da
carcinogénese (Tumuluri, Thomas e Fraser, 2002; Gonzalez-Moles et
al., 2010), por isso espera-se maior taxa de proliferacdo epitelial em
lesbes malignas.

A presenca marcante de Ki-67 em MUC pode ser explicada pela
resposta inflamatoria presente na lamina prépria desta doenca, que
aumentaria a quantidade de mediadores inflamatorios, citocinas
inflamatdrias e fatores de crescimento, e levaria ao aumento da
proliferacdo epitelial (Lin, Huang e Rosenberg, 2007).

Além disso, observou-se aumento da taxa de proliferacdo de
acordo com o grau de displasia presente em QA, dados que ja haviam
sido relatados em estudo com QAs e com lesfes displasicas intra-orais
(Kurokawa et al., 2003; Birajdar et al., 2014; Salvadori et al., 2014).
Para CEL, a expressdo de Ki-67 mostrou diferenca estatisticamente
apenas entre BD e MD. Este dado, conflitante com outros estudos, que
normalmente encontravam aumento de proliferagdo de acordo com a
diminuicdo da diferenciacdo (Tumuluri, Thomas e Fraser, 2002;
Kurokawa et al., 2003; Birajdar et al., 2014; Salvadori et al., 2014),
pode ser produto da analise comparativa entre 2 grupos com baixo
nimero de casos, a saber: BD com 12 casos e MD com 8 casos.
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CONCLUSAO

Conclui-se, por meio da expressdo em tecido epitelial e tecido
conjuntivo, que as MMPs -1, -2 e -9 participam do comportamento
bioldgico de QA e CEL e podem estar envolvidas no desenvolvimento e
progressdao da lesdo pré-maligna em maligna e, na malignidade
estabelecida, favorecer a progressdo e invasdo por meio da indugéo do
estroma. Conclui-se também que a proliferagdo celular e a presenca de
miofibroblastos ndo apresentaram influéncia significativa na amostra
analisada.
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Figura 1: expressdo imuno-histoquimica das MMP-1, MMP-2 e MMP-9,
Ki-67 ¢ a-SMA em queilite actinica, carcinoma epidermoide de labio e
mucocele (400X). A — |: Marcagdo das MMPs mais intensa no terco
inferior do epitélio e dispersa pelo tecido conjuntivo. J-L: Marcacéo
nuclear de Ki-67 concentrada principalmente em camada basal e
parabasal do epitélio de MUC e QA e dispersa nas areas de invasdo de
CEL (seta). M-O: Marcacdo de a-SMA em MFs presentes no tecido
conjuntivo (seta).
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APENDICE A — Metodologia Expandida

Delineamento de estudo

O estudo proposto é do tipo observacional descritivo,
retrospectivo.

Aspectos legais e éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFSC (CEPSH), CAAE: 16963413.3.0000.0121
(Anexo A).

Selecdo da amostra

As amostras estudadas foram selecionadas a partir dos arquivos
do Laboratorio de Patologia Bucal e do Servigco de Anatomia Patolégica
do Hospital Universitario da UFSC. Foram selecionados, por
conveniéncia, laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) e o0s
blocos de parafina contendo fragmentos de tecido obtido por meio de
bidpsia incisional ou excisional e diagnosticados como MUC, QA e
CEL. As Ilaminas foram analisadas simultaneamente por trés
examinadores para determinacdo do grau de displasia epitelial nas QAs,
bem como para determinacdo do grau de diferenciacdo histopatoldgica
dos CELs, seguindo os critérios estabelecidos pela OMS (Barnes, 2005).
As displasias epiteliais foram classificadas em leves quando a presenca
de alteragBes displésicas se restringia somente ao terco inferior do
epitélio; moderadas, quando estas alteragdes eram encontradas até o
terco médio; e intensas, quando as alteracOes displasicas ultrapassavam
0 tergo médio e estendiam-se ao tergo superior (Barnes et al., 2005). Os
carcinomas foram classificados bem diferenciados (muito similar ao seu
epitélio de origem), pouco diferenciada (uma lesdo em que predominam
células imaturas, com numerosas mitoses tipicas e atipicas, além de
minima ceratinizacdo, tornando muitas vezes, dificil identificar seu
tecido de origem) ou moderadamente diferenciada, com caracteristicas
entre esses dois extremos (Anneroth, Batsakis e Luna, 1987; De Araujo
etal., 1997; Barnes et al., 2005)
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Amostras em que houve discordancia entre 0s examinadores
guanto ao diagndstico histopatolégico e amostras em que ndo foi
possivel a execucdo de todas as etapas referente a preparacdo histoldgica
e a técnica de imuno-histoquimica foram excluidas do trabalho.

Ao final do processo de selecdo, os casos foram divididos em:
QA, composto por 30 casos de queilite actinica; CEL, composto por 30
casos de carcinoma epidermdéide de labio; e MUC, composto por 20
casos de biopsias oriundas de mucoceles que continham revestimento
epitelial. Optou-se pela utilizagdo das mucoceles como fonte de epitélio
ndo-neoplasico devido a inviabilidade de obtencdo de fragmentos de
labio normal.

Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos de imuno-histoquimica foram executados no
LPB-UFSC. As amostras foram submetidas ao método da
estreptavidina-biotina-peroxidase. Foram incluidos controles positivos
para todos os anticorpos (Quadro 1) e o controle negativo de todas as
reacdes foi realizado pela omissdo do anticorpo primario.

Anticorpo Clone Fabricante | Diluicéo Con_tr_ole
positivo
MMP-1 Policlonal DBS 1:300 Placenta
. . . Carcinoma
MMP-2 Policlonal Sigma 1:50 de mama
MMP-9 Policlonal Sigma 1:250 Medula
. . ) Vasos
o-SMA Policlonal Sigma 1:1000 .
sanguineos
Monoclonal Carcinoma
Ki-67 ~gpg Biocare 1:75 epidermadide
intra-oral

Quadro 1: Anticorpos utilizados

Das amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina
foram obtidos cortes semi-seriados com 3um de espessura, estendidos
em laminas de vidro preparadas com a solucdio de 3-
aminopropyltriethoxylene  (Sigma, St. Louis, MO, EUA). A
desparafinizacdo dos cortes foi realizada mantendo as laminas em estufa
a 65°C, durante 3 horas, seguido de dois banhos em xilol em
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temperatura ambiente (TA), o primeiro overnight e o segundo durante
20 minutos. Para a reidratacdo dos cortes foram realizados 3 banhos em
alcool etilico absoluto, 1 banho em 4alcool etilico 95%, 1 banho em
alcool etilico 85% e 2 banhos em éagua destilada, todos de 5 minutos
cada. Para o bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas foram imersas
na solucdo de perdéxido de hidrogénio 3% (90 ml de alcool metilico + 10
ml de H,0,) durante 20 minutos. A reativacdo antigénica foi realizada
mantendo as laminas em solucdo de tampéo citrato 0,01M, pH 6,0, em
banho-maria durante 40 minutos a temperatura constante de 96°C. Em
seguida, a solugdo tampédo com as laminas foi retirada do banho-maria e
aguardou-se até que atingisse a TA. Posteriormente, 2 banhos de 5
minutos em PBS foram realizados. A incubagdo com o0s anticorpos
primarios (Quadro 1) foi realizada em camara Umida mantida sob
refrigeracdo (4 a 8°C), overnight. Mais 2 banhos de PBS de 5 minutos
foram realizados e seguiu-se a incubacdo com o Kit LSAB (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, EUA), composto de anticorpo secundario
anti-lgG biotinado durante 30 minutos e complexo estreptavidina-
biotina-peroxidase durante mais 30 minutos. Posteriormente, outros 2
banhos de PBS de 5 minutos foram realizados e as laminas foram
submetidas a coloracdo com a solucdo cromégena diaminobenzidina-
DAB (Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA), com exposicdo de
cada corte por 2,5 minutos, além de 1 banho em &gua destilada por 5
minutos e a contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, com
exposicdo de 2,5 minutos. A remocgdo do pigmento formolico deu-se por
rapida imersdo das laminas em solucdo aquosa de hidréxido de amonia
1%, e subsequente lavagem em dagua corrente durante 2 minutos. Os
cortes foram novamente desidratados com uma sequéncia de 1 banho em
alcool etilico 85%, 1 banho em alcool etilico 95% e 3 banhos em élcool
etilico absoluto, durante 5 minutos cada. Por fim, a diafanizacdo deu-se
com 2 banhos em xilol durante 20 minutos cada, e a montagem das
laminas foi realizada com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).
Ap6s montadas, as laminas foram mantidas em estufa (40°C) por no
minimo 24 horas.

Analise imuno-histoquimica
As laminas tiveram sua identificagdo mascarada de forma que a

captura das fotomicrografias e a andlise da imunorreatividade foi feita
por um examinador as cegas quanto ao grupo a que cada lamina



74

pertencia. Foram capturados cinco campos equidistantes de cada caso,
com aumento de 400x, envolvendo sempre a interface entre epitélio e
conjuntivo, por meio de microscopio de luz binocular (Axiostar Plus,
Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), acoplado a um sistema de
aquisicdo de imagem digital (A620, Cannon, Lake Success, NY, EUA),
e a um microcomputador (HP Compag 6005, Sdo Paulo, Brasil), onde
foram armazenadas as imagens.

A analise da imunorreatividade deu-se por um examinador
previamente calibrado e os valores foram registrados em uma planilha
do Microsoft Excel (Microsoft Office Corporation, Wasington, EUA).
Para avaliacdo, utilizou-se o software para analise de imagens
digitalizadas “ImageJ” versdo 1.410 (National Institute of Health,
Bethesda, EUA). Para cada anticorpo, em cada caso, foi avaliada a
frequéncia e local de expressdo, bem como a analise quantitativa da
expresséo.

A avaliacdo da expressdo das MMPs -1, -2 e -9, caracterizada
pela coloragdo castanha no citoplasma, foi obtida individualmente no
epitélio e tecido conjuntivo. A anélise do tecido epitelial foi realizada
pela média da porcentagem de células positivas dos 5 campos. Ja a
analise do tecido conjuntivo deu-se através da média da porcentagem da
area marcada (pixels positivos) em relagdo & &rea total do tecido
conjuntivo de cada campo (pixels totais) das 5 imagens obtidas de cada
caso.

Para verificar a presenca de MFs foi observada a expressdo de
a-SMA nos MFs presentes no tecido conjuntivo adjacente ao epitélio. A
avaliacdo do antigeno a-SMA foi realizada através da contagem do total
de células positivas por campo, em 5 campos equidistantes para cada
caso. Posteriormente, foi calculada a média de células positivas para
cada caso, somando-se o total de células positivas em todos os campos e
dividindo-se pelo total de campos. Foram consideradas positivas as
células que tiveram marcagdo castanha no citoplasma, excluindo-se as
células inflamatorias, células endoteliais e células nas proximidades dos
vasos sanguineos, pois essas células podem interferir nos resultados
devido a expressio de a-SMA.

A avaliagdo da imunopositividade para Ki-67, caracterizada
pela coloracdo castanha do ndcleo nas células epiteliais, foi obtida pela
média da porcentagem de células coradas por campo analisado. Para
cada caso foram contadas pelo menos 1000 células epiteliais (positivas e
negativas) dos 5 campos equidistantes. Posteriormente, foi realizada a
média de células positivas para cada caso.
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Calibracéo do examinador

O examinador responsavel pela anélise imuno-histoquimica foi
submetido a uma calibragdo, analisando 15 laminas (cinco de cada
grupo), trés vezes, com intervalos de uma semana. Os resultados foram
comparados para determinacdo do indice Kappa, que teve valores acima
de 0,8.

Analise estatistica

Foi realizada a estatistica descritiva para cada variavel analisada, e a
comparagdo da expressdo dessas variaveis entre 0s grupos analisados
QA, CEL e MLN por meio do teste t ndo pareado utilizando-se o
programa Microsoft Excel (Microsoft Office Corporation, Washington,
EUA). Os resultados foram expressos como média da porcentagem de
células coradas ou area corada + desvio-padrdo da média (DPM).
Considerou-se valor de p<0,05 para dados com significancia estatistica.
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do MMPs -2 2 -3 em QAs, evidenciando a localzagdo e a Intensidade de marcacdo; -3vallar 3 expressdo
Imunoistoquimica das MMPs -2 & -9 em CELs, evidenclando a locallzacho e a intensidade de marcagio; -
avallar 3 expressio 80 carcinoma epldemelde de 30k (CEL) uma enfermidade de grande Imporianca no
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na progressdo neoplasica. Mo entanto, durants 3 andlise do5 resultados prévios ODSESTVOUHEE qUE S&Na
necassano Inciulr 3 MMP-1, pols deseobriu-ce que esta participa ativaments dos processos de Invaslo
neoplasica uraments com as MMPE-2 & -9, & amdem Indulr 3 bealizagio Imuncistoquimica das princpals
odlulas produioras de MMPS, cs mioibroolastos (MF), por melo 83 Imunolstoquimica eilzsnde o anicomo
anti-actina de muscuo Bs0. Finaimenie conculu-ge que s2ra pouco proveltoso estudar porteinas
relacionadas a Invasdo teddual sem f3zer 3 comelagio com o nivel de proiferagio celular que as lesles
exlbem (afinal a Invas3o ndo aconteceria sem a prolferagdo exacernada), a ser estudada por mek da
Imunaistoquimica com o anfcorpo KIST. Segum de que e66€ grupo de 5 anticorpos resultara num panorama
e resultadios mulo mals vallosD e s2guro, aumentando o valor clentfico do trabaiho. Um nowvo TCLE,
respeltanto na ntegra a Resoiugdo CNS nP466/12 fol apresentado parm obienc3o da aulonzagdo de uso do
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ISSH: 13833378
DESCRIPTION

Oral Oncology B an international interdisciplinary jowrnal which publishes high quality original
research, dinical btdals and review articles, editorials, and commentaries relating to the
etiopathogenesis, epiderniclogy, prevention, dinical fastunss, diagnosis, treatment and managerment
of patients with neoplasms in the head and neck.

Oral Oncolagy & of inkensst to hesd and neck surgeons, radiation and medical onoalagists, madllo-
faclal surgeons, oto-rhino-laryngalogists, plastic surgeons, pathologists, sdentists, oral rmedical
specialists, special care dentists, dental care professionals, general dental practitioners, public health
physiclens, palliative care physidans, nurses, radiologists, radiographers, dieticdans, ocoupsational
therapists, speech and language therapists, nutritionists, dinical and health psychologists and
counselors, professionals in end of life care, as well &5 others inberested in these fields.

Beic, tranglational, or dinical Research or Review papers of high guality and that make & contribution
to naw knowledge are invibed on the following aspects of neoplasms ariging in the hesd and neck
{induding lip, tongue, oral cavity, oropharymx, sallvary glands, sinuses, noss, nasopharynx, larynx,
skull bese, thyrold, and craniofadal region, and the relsted hard and soft tissues and lyrmph nodes):

+ EHopathogenesis: natural history of cancer and pre-cancer; basic pathology, metastatic
mechanisms; genetic changes; callular and moleculer changes; microorganisms; growth factors,
adhesion and other molecules

+ Epldemibology; risk factors; biomarkers; probective factors; geographic factors; prevention;
sereaning and intervention

= Clinical festures; orofacial effects of necplasms at both local and distant sites; tumor Staging and
grading

s Diagnosis; detectlon of cancer and pre-cancer; cellular and molecular markers for diagnoses;
advances in imaging and other functional diagnostic modalities for cancer and pre-cancer

= Management and Prognosis; dinical, cellular and molecular markers for prognasis; treatment
options including surgical, lesers, photodynamic therapy, cryosurgery, mico- vascular and other
forms of surgery, medical, radiotherapy, chemotherapy, immunotherapy, biological and gene
therapy advances; moleculsr targets and new therapeutics (new cytotonics and molecular-tangeted
therapiet); multimodality treatment; advances in reconstruction and rehabilitation, induding flaps
and grafts, alloplasty, bone and connective tisue biology; multidiscplinary teamwaork n canoer care
and oral health care.

= Quality of life issues; ssues of consent; psychosocial espects; patient and heslth professional
infarrnation; patient invohwement; psychological inbersentions, improving outcornes; the prevention,
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Types of paper

Oral Oncology scoepts the following article types for publication:

Editarial:

Authors who are corsidering submitting an editorial should contact the Editar-in-Chief with a brief
outline of the propesed contribution before submission. Editorials are welcome on any toplc; however,
they may also be related to work previously published in Oral Oncology. Editorisls have no abstract
and no keywords, and are usually restricted to 1500 words, up to 10 references and up to 2 tables
or figums if not agresd otherwise with the Editor-in-Chief. The Editor-in-Chief can be contacted at
oancokogy B elseviercom .

Original Research Articles:

Origingl research articles which heve not besn published previously, except in a8 preliminary form,
may be submitted &= original full length ressarch papers. Resesrch articles must contain an abstract,
a list of up to ten keywords, and are imited to 3,500 words in length.

Review Articles:

Review articles which are topical snd are & critical assecsment of any epact of head and neck are
wilcorne. Review articles must contain an abstract, & [t of up to ten keywords, and are lirmited to
5,000 words in length. Authors whose manuscripts excesd 5,000 words are advised to contact the
Editorial Office prior to submission [conoology@elsevier.com).

Letters to the Editor:

Letters to the Editor relating to published work in Oral Oncologyare welcome. Letters should be cosely
related to the comtents of the artice they refer to. No other (unnelated) letters will be considered
far publication.

After I'm'q the Gulﬂ&fﬁrﬂ.lﬂ'lbr!, plesse visit our online submission s:-,-sltm o submit your
manusoript: http:ffees alsevier.comfoa.

Page charges
This journal hes no page charges.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
hittp: [ www . glseviercomfpublishingethics and hittp: [fwew. elseviercomfjournal-authorsfethics.

Human and animal rights

If the work Involves the use of animal or hurman subjects, the author should ensure
that the work described has besn carred out in accordance with The Code of Ethics of
the Woarld Medical Assodation (Decleration of Helsinkl) for experiments imvolving humans
hittp: [ www . wma netfen f30publications/ 1 0polices/b3/index. btml; EU Directive 2010/637EL for
anirmal experiments http: /e europa.ewemvironment/chermicale/lab_anirmals/legilation_en. hirm;
Uniform Requirements for manuscripts submitted to Blomedical joumals hitp:/fwww. icmje.ong.
Authors should incdude a stsbement in the manuscript that informed consent wes obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of humen subjects must always be observed.

Conflict of Interast

By means of 8 "Conflict of interest statement”, all authors must disdose any financial &nd personal
relationships with other people or arganisations that could ineppropriately influsnce (bies) their work.
If there are no conflicts of interast, plesse state “None dedared”. This document should be found as
a separate page within the manuseript and placed directly below the title page.

Role of the Funding Source
Al sources of funding should be dedared as an acknowledgment at the end of the text.

Submission declaration and verification

Submission of an article Implies that the work described has not been published previously (except
i the form of an abstract or as part of a published lecture or academnic thesis or &5 an electronic
preprint, See hitp: fvwew. elsevier.com/pastingpolicy], that it s not under consideration fior publication
elsewhers, that ke publication (£ approved by all suthors and tacithy or explicitly by the responsible
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authorities where the work was carried cut, and that, I scoepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other languege, induding electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection Service CrossCheck hitp: fwew. alseviercomfeditors/plagdetect.

Authorship and acknowledgments

All suthors must mest the ICHMIE suthorship critera (http:/fwwelcrmje.ong/ethical _1author htrml).
The corresponding suthor must submit & completed Author Form with their revised submission if the
manuscript makes it through the peer review process. The form must be signed by the cormesponding
author on behalf of all authors and can be scanned and uploaded to EES. If you are unable to upload
your Auther Form b EES, plesse comtsct the Editorisl Office (ooncology@elsaviercom) for further
inforrmation. No subsequent change in authorship will be possible.

Reporting ciinical trials

Randomized controlled trials should be presented according to the CONSORT guidelines. At manuscript
submission, suthors must provide the CONSORT checklist sccompanied by & flow diagram that
Mlustrates the progress of patients through the trial, induding recruitmant, enrollment, randornization,
withdrawal and completion, and a detalled descd ption of the randomization procedure. The CONSORT
checklist and termplate flow diagram can be found on http://www.consort-staterment.org.

Ragistration of clinical trials

Registration in a public trals registry s a condition for publication of clinical trials in this joumnal in
accordance with International Cornmitbee of Medical Journal Editors (ICMIE, http: /! fwwe.icrm e org)
recormnmendations. Trials must register at or before the cnset of patient enrolment. The dinical trial
registration number should be induded at the end of the abstract of the article. & dinical trial Is
defined as any research study that prospectively assigns hurman participants or groups of hurnans
to one or rmore heslth-related interventions b evaluste the effects of health outeomes. Heslth-
related interventions include any intervention used to modify a blomedical or health-related outrome
(for example drugs, surgical procedures, devices, behawioural treatments, dietary interventions,
and process-of-cane changes). Health outcormes include any blomedical or bealth-relsted measures
obtained in patients or participants, including pharmacokinetic measures and adverse events. Purely
observational studies (those in which the sstignment of the medical intervention £ not at the
dizeretion of the investigater) will not require registration.

Article transfer service

Thig joumal is part of our Article Trarefer Service. This maans that if the Editor feels your articke i= more
sultable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring the
artiche to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf with
o need o reformat. Please note thet your article will be reviewed again by the new journal. More
inforrmation about this can be found here: http:/fwww.elSevier.com/suthors/artice-transfer-sendioe.

Copyright
This journal offers authors & choice in publishing their resesrch: Open sotets and Subscription.

For subscription srticles

Upon sooeptance of &n articde, authors will be asked to compléte a Journal Publishing Agreement” (for
mone information an this and copyright, see http: /'www.elseviercom/fcopyright). An e-mail will be
sent to the comesponding suthor confirming receipt of the manuscript together with & "Journal
Publishing Agreernent” form or & link to the online version of this agresment.

Subsoribers may reproduce tables of contents or prepane lists of artickes induding abstracts for internal
dirculation within their institutions. Permission of the Publisher i required for resale or distribution
outtide the institution and for all other dervative works, induding compilations and translations
{please consult http:fiwww elsevier com/ permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprirted forms for use by authors in these ceses: please consult
hittp: [ woarw, &l sevier.com/parmissions,

For apan scress articles

Upon scoeptance of an article, suthors will be asked to complete an 'Exclushve Lcense
Agreement” (for more Information see hittp: ffwew.elseviercom/OAavthoragreerment).  Permitbesd
reuse of open access articles s determined by the suthor's choice of user lioense [see
hittp: [ vww. glSevier.comfopenacoess] oanses).
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Retained author rights

As an suthor you (or your employer or institution) retain certain rights. For mone Information en
author rights far:

Subseription artiches s s
hittp: [ www . glsevier.com/fjoumal-authars/ author-rights-and -responsibili tes.

Open accoess articles pleaase ses hitp: [fwww. elsevier.com fOAsuthoragrserment.

Rofe of the funding sowrce

You are reguested to identify who provided finandal support for the conduct of the ressarch and/ar
preparation of the article and ko briefly describe the role of the spansar(s), IF any, in study design; in
the collection, analysis and inberpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
subrmit the article for publication. If the funding Source(s) had no such involvement then this should
e stabed.

Funding body agreements and policies

Elsavier hes established agresments and developed policies to allow authors whose articles appesr in
journak published by Elseviern to com ply with potential manuseript archiving requiremants a=

2% conditions of their grant awards. To learn more about existing agresments and policies plaase visit
hittp: [ www.glseviercomfundingbodies.

Opan access
This journal offers authors a choice in publishing their resesnch:

Open access
= Articles are freely available to both subsoribers and the wider public with permitbed reuss
* An open secess publication fae & payable by suthors or their resasrch funder

Subscription

= Articles ame made available to subscribers as well 22 developing countries and patient groups through
our access programs (hitp:/fwwe elseviencomfacoess)

= No open access publication fee

All articles published open acoess will be Immediately and permanently fres fior everpone to resd
and download. Permitted rewse i defined by your chaloe of one of the following Creative Commons
user lioenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-Sharealike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to creste extracts, sbstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
ta include In & collective work (Such 25 an anthology), to text and data mine the articke, as long a5
they credit the author(z), do not represent the suthor g2 endorging their sdaptation of the artice, do
nat modify the atice in Such & way as to darmage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerive [CC BY-NC-ND): for non-
commerdal purposes, lets others distribute and copy the artice, and to incude in & collective work
(such as an anthology ), 85 long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

Eleevier has established agreements with funding bodles, hittpe/fwww elsevier comyfundingbodies.
This ensures authors can comply with funding body open access requirements, induding specific user
licenses, such as CC BY. Some suthors may also be reimburied for assodated publication fees. If
you need to comply with your funding body palicy, you can apply for the CC BY loense after your
manusoript & scoepbed for publication.

To provide open access, this journal has a publication fes which needs to be met by the authors ar
their ressarch funders for each articke published open socess,

Your publication cholce will have no effect on the peer review process or sooceptance of submitted
articles.

The open access publication fee for this journal is 2500, excluding taxes. Learn o about Elsevier's
pricing policy: http:fwww.elsevier.com/openscoesspricing.
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Language (usage and editing services)

Fesse write your text in good English (American or British usage i sccepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to aliminate poisible grammatical or spalling errors and o conform to cormect  scentific
English may wish to use the English Language Editing sendes avallable from Elsevier's
‘WebShop (hitp:/fwebthop ssevier com/flanguagesditing) or wvislt our customer Support site
(http:/fsupport.elsevier.com) for more Informeation.

Informed consant and patient detalls

Studies on patients or volufbeers require ethics committes approval and Informed consent, which
shauld be documented in the paper. Appropriste consents, permissions and releases must be obtained
where an author wishes to indude case details or other personal information or images of patients and
any other individuals in an Elsevier publication. Writhen corsents must be retained by the author and
copies of the consents or evidence that such consents have been obtained must be provided to Elsevier
on request. For mare infarmation, plesse review the Blesvier Policy on the Lise of Images or Parsonal
Information of Patients or otfer Individuais, bttp:/fwww. elsavier.com/patient-consent-policy. Unless
you heve written perrnission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the persanal
details of any patient included In any part of the erticle and in any supplernentary materials (incuding
all illustrations and videos) must be removed before submission.

Submission

Our online submission Systern guides you stepwite through the process of entering your article
detsils and uploading your files, The system converts your articke files to & single POF file usad in
the peer-review process. Editable files (&g, Word, LaTeX) are requinsd to bypeset your artice for
final publication. Al correspondence, including notification of the Editor’s decision and requests for
revision, S sent by a-mail.

Submit your srticle
Plegse submit your article via hitp: [fees elseyien oomi oo,

Referees

Fleegse subrnit the names and institutional e-mall addresses of Several potential referses. For more
details, wisit our Support Site. Note that the editor retaing the sole right to decide whether or not the
Suggestied reviewers are used,

Online-only publication

Oral Oncology offers authors the opportunity to select anline-only publication as their preferred option
for publishing original research pepers in the journal, rather than print publication. Letters to the
Editor which are accepted for publication and errata and corrigenda will be published anline-only and
will not appear In print.

Any material which i£ published online-only will be published enline on SdenceDirect &5 pagineted
and fully citable electranic article, It will be lsted in the contents pege of a printed issue and the Full
citation and sbetract will be publishéd in print. The ctetion and abstrect of the paper will slo stil
sppear in the ususl abstracting and Indexing databeses including PubMed/Medling, Current Conbents
Clinical Madicine snd the Scence Cltation [ndex.

Authiors will be asked to select which publication option they would prefier when submitting their peper
o the Editarial Office.

Prior o Submission

Oral Oneslogy will consider manuseripts prepared secording to the guidelines adapted by the
Imernational Committes of Medical Journal Editors ['L“Oﬂ"ﬂ mqumrnrrrunmn-lpu submitted
to blomedical journals”, available &< a POF fram hitp:/fwww lemje_ocg). Authors are advised to read
these guidelines.

PREPARATION

Use of word pmc\essmg sofhwara

It is important thet the file be seved in the native format of the word processse used. The test
sheuld be in single-column format. Keep the leyout of the text as simple as passible. Mast forrnatting
codes will be remeved Bnd replaced on processing the article. In particular, do not wse the word
processar's options to ju!ﬂﬁrtﬁtﬁrlﬂ-hmm words, Hﬁwtu\ﬁ',diuuhﬂﬂﬂr_‘!r Ralics, SUHCHM
Superscripts ete. Whan préparing tables, If you are using & table grid, use ealy one grid for each
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individual table and not a grid for each row. If no grid s used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a wey very similar o that of conventional manuscripks
{s=e also the Guide to Publishing with Elsevier: Attp:/fwwaelbevier comyguidepublication). Note that
source files of igures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avald unnecessary ermors you are strongly advised to use the ‘spell-check” and ‘gram mar-check'
functions of your word procssan

LaTeX

fou are recomrmended o use the Elsavier artiche cless efsartiche. os
{http:f ferwnw.ctan, orgftes-archivef macrosflates contribfelsarticle) to prepane your manuscript and
BibTeX {http: ffwww bibtex.org) to generate your bibliography.

For detalled submission instructions, templates and other information on  LaTeX, See
http: [ v, il Seviar.com et

Article structure

Subdhvision - winumbarsd factions

Divide your article into clearly defined sections. Each subsestion i¢ given a brief heading. Esch hasding
shauld appear an its own separste line. Subssctions should be used &2 much & possible when cross-
lﬁ!rﬂ'l-t.‘l-: bewk: refer to the subsedion by hudlnq as oppased ko ﬂ'l"lpll.l' "tha baxt'.

Introduction

State the objectives of the work and provide an sdequate background, avoiding & detailed literature
Survey or & summaéry of the results.

Materis and methods
Prowide sufficlent detail to allow the work to be reproduced. Methods alneady published should be
indicated by & reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be dear and concise.

Digrwstion
Thig should Eiqﬂﬂl'l! the .ﬂgr‘iﬂd‘ll‘lﬂ! of the results of the 'A‘l‘!rkr not repeat them. A& combined Results
and Discussion section i€ often lppl'ﬂp‘lﬂ!. Avold extensive citations and discussion of pul:l.thed
literature.

Essential title page information

* Titha, Concite and informative. Tites are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulse whens possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be smbiguous (e.0., 2 double name),
please indicate this cearty. Present the authors’ affllation sddresces (where the actual work was
dane) below the names. Indicate &Il affilistions with & lower-cass supsrscript letber immediately sfter
the author's name and in front of the appropriste address. Provide the full postal address of each
affilistion, Including the country name snd, F availsble, the e-mail address of sach suthar.

* Corresponding auther. Clearty indicate who will handle correspondence at all stages of referseing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mall address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/ permanent address. [f an suthor has moved sincs the work described in the artice was
dane, or was visiting &t the tirne, a8 'Present address’ (or "Permanent address’) mey be indicated as
a foatmobe to that suthor's name. The address st which the suthor actually did the work must be
retained as the rI'|ﬂ|I‘|r affiliation addrass. Eupﬂ':b\:ﬂ# Arablc numerals are used for such footnobes.,

Abstract
A concse and factual abstract of no more than 250 words & lﬁﬂulrﬂ. The abstract must be
structured for original research articles and articles reporting the results of clinical trials.
The sbetract should be divided by subhesdings as fallows: Objectives, Materals and Methods, Resylks
and Conclusion.

The abstract should not be structured for review articles. The abstract should state briefly the

purpase of the resaanch, the princpal reults and major concusions. An abstract is often presanted
saparate from the article, so it must be sble to stand alone.

AUTHOR INFORMATION PACK 25 Jan 2015 wwvw elgevier. com/flocateforaloncology 9



Graphical abstract

Although & graphical abstract i optional, s use s encouraged 23 it draws more atbention to the online

article. The graphical abstract should summarize the contents of the artice in & condse, pictorial form

designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
Filé in the onling submission Systern, Image size: Masse provide an image with a minirmum

of 531 « 1328 picels (h = w) or propartionally mare. The image should be readable at & Sioe of 5 x

13 om using & regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, POF or MS Office

files. See http:/www. elsavier com/graphicalabstracts fior exarmples.

Authors can make use of Elevier's lllustration and Enhancement serdice bo ensume the best

presentation of their images and In accordance with all technical reguirernents: [lustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They corgist of a short collection of bullet points that
conwey the core findings of the artice and should be submitbed in & separate editable file in the
onling submigtion system. Plesse e "Highlights' in the file name and indude 3 to 5 bullet painks
(rmaximurn B5 characters, induding spaces, per bullet point). See http:/ fwww. elseviercomhighlights
for examples.

Keywords

Imﬁmvaﬂﬁ'ﬂ!mpmﬂ\ﬂl mlmmﬁunmmummmml
Subject Headings frem Index Medicus, These keywards will e used for indexing purpeses. It is usually
MeCESLary to include ltvwﬂ!-mﬂ Ciral C.uur,nrﬂmmdheck Canoar.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this feld in a footnote to be placed on the first page
of the artice. Such abbreviations that ame unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, a5 well a5 in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowiledgements

Collate acknowbedgements in & separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the tithe or otherwise. List here those
individusks who provided help during the research (e.g., providing lenguage help, writing assistance
or proof reading the article, ate).

Units

Follow Interfationslly scoepbed rules and cofmventions: ube the internationsl system of units (SI). If
other units are mentioned, plesse ghve their sguivalent in S1.

Footnotes

Foctriobes should be used Sparingly. Number them cnsecutively throughaut the artide. Many word
processors can build footnotes into the text, snd this feature may be used. Otherwiss, plesse indicate
the position of footnotes in the bext and |t the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnobes in the Reference list.

Artwork

Electronic artwark

Genersl paints

= Make sure you use uniform lettering and sizing of your arginal artwark.

= Ermbed the wsed fonts if the application provides that aption.

= Alri B0 use the fallowing fonts in your ilustrations: Adal, Courler, Tirmes New Roman, Symbal, or
e forts that look similar.

= Numnber the illustrations according to their sequence in the text.

= Use a logical naming oormention for your artwork files.

* Provide captions to lllustrations separately.

= Size the llustrations dose to the desired dimeansdons of the prinbed wersion.

= Submit each illustration as a separate file.

A ditailed guide on electronic artwork i€ available on our website:

hitg: [/ vewrw. glsevier.comfartworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoing, Excel) then
please supphy '8 15" In the nathve docurment formeat.
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Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork s
finalized, please "Save a8 or convert the images to one of the following formets (nobe the resolution
requirernents for line drawings, haiftones, and ling/halftone combinations given below) :

EPS [or POF): Vector drawings, embed all used Fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minkmum of 300 dpd.

TIFF {or PEG): Bitmapped [pure black & white pixels) line drawings, keep to & minkmum of 1000 dpi.
TIFF {or JPEG): Combinations bitrmepped line/half-tone (color or grayscale), keep to & minimum of
500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized For screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPS); these typically heve a
low nurnber of plxels and limibed st of colors;

- EL“‘.i'r files that are too kow in resolution;

» Subimit graphics thet are disproportionately large for the content.

Non-slectronic artwork

Provide all illustrations &= high-guality printouts, suitable for reproduction (which may include
reduction) without retouching. Number illustratiors consecutively in the order In which they are
referred to in the text. They should aceampeny the manuseript, but should nat be induded within the
pext. Clearly mark all llustrations on the badk (or - In case of ling drawings - on the lower front side)
with the figure number and the suthar's name and, In cases of ambiguity, the correct arientation.
Mark the appropriste position of & figure in the articke.

Color artwork

Plapss make sure that arbwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), ar
MS Office fles) and with the correct resslution. If, together with your Bocepted artice, you submit
u=able color Agures then Bleevier will ansure, at no additional change, that these figures will appear
in coler onling (.9, SdencaDirect and other sites) regardiess of whether or not these [lustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Plazcs
indicate your preference for color: In print or onling only. For further information on the preparation
of elactronic artwork, please see http:/fwww elsevier com/artworkinstructions.

Flapss note: Because of technical complications that can srise by converting color figures: to 'gray
seale’ (for the printed version should you not opt for color in print) plesse submit in addition usable
black and white wartions of &ll the color ilustrations.

Iliustration services

Elzevier's WebShop (hitp:ffwebshop elsavier.com/illustrationservices) offers llustration Services
to authors preparing to submit & manuscript but concerned about the quality of the images
accomparying their article. Elsevier's expert lllustrators can produce scentific, technical and medical-
style images, &< well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing” s also available,
where our lllustrators teke your image(s) and improve them to & professional standard. Please visit
the website to find cut more.

Figure captions

Ensure that each illustration has & caption. Supply captions separately, not attached to the figure., A
caption should comprise a brief title (not on the figure itSelf) and a description of the illustration . Keep
text in the llustrations themsehves to & minimurm but explain all Symboks and abbreviations used.

Tables

Nurribsér tablet condacutively In scoordance with thelr spparance in the bext. Place foctnotes to tables
below the table body Bnd indicate thern with supsreeript lowercsss babters. Avoid vertical rubes. Be
sparing in the use of tables snd ensure that the dats presented in tables do not duplicate resulks
darribad slomybere in the articla.

Table footnobes

Indicate sach footnote in & table with & Superscript lowencase latter

Figure Captions, Tables, Figures and Schemes

Present these, in this order, at the end of the article. They are described in more detail below. High-
resolution graphics files must always be provided separate from the main text file.

AUTHOHR TNFORMATION PACK 25 Jan 2015 wwrw alsevier com/locateforaloncolagy ii



89

Referances

Citation fn teuxt

Flegse ensure that every reference cited In the text & also present in the referenoe list (and vice
versa). Any references dted in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the refenenos list, but meay be mentioned in the text. IF thess
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should indude & substitution of the publication date with either "Unpublished results” or
"Personal communication’. Citation of a reference as "in press” implies that the berm has been acosped
for publication and & copy of the tithe page of the relevant article must be submitted.

Refaranas finks

Increased discoverability of research and high quality peer réview are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us bo create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please engure that data provided in the references are cormect. Mlease
nobe that incormect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may slready contain errors. Use of the
DOl & encouraged.

Web references

As a minirmum, the full URL should be given and the date when the mfierence wes |ast scostoed . Arry
further Information, if known (DOL, suthor nemes, debes, referénce to & source publication, ete.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desined, or can be included in the reference list.

Referancds in & specisl tue

Plasse ensure that the words ‘this issue' are sdded to any references in the list (and any dtations in
the text) o other articles in the same Special [ssue.

Refaranas styls

Text: Indicate references by number(s) in Square brackets In line with the text. The actusl authors
can be refermed to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Exampias:

Referenoe to & journsl publication:

[1] Wen der Geer ], Hanraads 1A, Lupton BA. The art of writing a sclentific article. ] Sd Commun
2010;163:51-5,

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The slerments of style. 4th ed. New York: Longrnan; 2000,

Reference to & chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB, How bo prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e&.g., 51-9, and that for more than & suthors the first
& should be listed followed by "et al." For further details you sre referred to “Uniform Requirerments
for Manuscripts submitted to Blomedical Journals’ (1 Am Med Assoc 1997,277:927-34) (see also
hittp: S wanw. nilrm . ndh. gowy bedf unifiorm_requinements. hkrml).

Jowrnal abbreviations source
Journal narmes should be abbrevieted according to the Lt of Title Word Abbreviations:
hittp: ff waw. S0, org/Seryices) onli ne-services scress - to-the-ltwa) .

Video data

Eleevier sooepts video materdal and animation sequences to support and enhance your Scentific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their artice are
strongly encouraged to indude links to these within the body of the article. This can be done in the
arne way as & figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labsled so that they directhy
relabe to the video file's content. In order to ensure that your video or animation materal is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with 8 preferned maxirmum
size of 50 ME. Video and animation files supplied will be published online in the slectronic varsion
of yowr article in Elsévier Web products, induding Scencelirect: hitp: fwww soencedirect. com.
Plesse supply 'stills’ with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separabe image. These will be used instead of standerd lcons and will personalize the
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limk to o wides data. For more detailed instructions m wigit our vides instruction pages at
http: [ www. alsavier comfartworkinstructions, Nobte: since video and animation cannot be armbaddesd
nﬁ'.emwrslonafmejmml, please provide text for both the electronic and the p-lr'rtum
for the portions of the srtiche that refer to this content.

AudioSsindes

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides sre brief, webinar-style presentstions thet are shown next to the online article on
SclenceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper i about. More infarmation and exarmples sre available at
hitp: fwerw elsevier.comfaudioslides, Authors of this journal will automatically receive an inwvitation
e-mail to creste an AudioSlides pressntation sfter scoeptance of their paper.

Supplementary data

Elsavier accepts electronic supplernentary materal to support and enhance your scentific ressarch.
Supplemerntary files offer the suthor additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, beckground datasets, sound clips and more, Supplementary files supplied will be
published online alongside the slectronic warsion of your artiche in Blsevier Web products, including
SclenceDirect: hittp:fiwew. Sdencedirect.com. In ondér bo ensure that your submitbed materal is
dl‘ﬂ':ﬂ'll MqMMMMInMEMrmmMﬂEFMMMH
subrmit the material in electronic farmat together with the article and Swpply & concise and desoriptive
caption for asch file. For more detalled irstructions please wisit our artwork irStruction pages at
http: [ vwew. &l sevier.comfartworkinstructions,

Submission checklist

The following list will be useful during the final chedking of an articke prior to sending It to the journal
for review. Flesse consult this Guide for Authors for further details of any bem.

Ensure that the following items are present:

One suthar hes been designated &2 the cormesponding suthar with contact details:

= E-mail address

= Full postal sddress

= Phone numbers

Al pecessary files have been uploaded, and contain:

= Keywords

= il figure captions

= Al tables (induding title, description, footnotes)

Furtheér consldérations

» Manuscript has been ‘spell-checked' and "grarmmar-checked"

+ References are in the correct format for this journal

= All refarences mentionad in the Referencs list sre cibed in e baxt, and vice wersa

= Permission has besn abtained for uvse of copyrighted material from other sources (incuding the
Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

= Indicate dearly whether or not color or black-and-white in print is reguired.

+ For meproduction in black-and-white, plesse supply black-and-white versions of the figures far
printing purpeses.

For any further information please visit our customer support Site &t hittp:/fSupport elsevien com.
Word limits

Original resaarch srticles submithsd to the journal st be 3 500 words in length or less (accduding
the abstract, keywords, references, tables and figures). Review articles submitbed to the journal must
b 5,000 words or less in length (exduding the abstract, keywords, references, tables and figures).

Presentation of Manuscript

Plegse write your bext in good Englsh (American or British usage i accepted, but not & mixture of
these). [talics are not to be used for expressions of Letin origin, for example, in vheo, et al, per se.
Uge decirmal points (pot commes); use a space for thousands (10 000 and sbove).

Lenguage Polishing
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Authors who require infermation about language editing and copysditing services pre- and post-
subrilssion plaase visit http:/fwwweliavier comfwpsMfind/authorshome. authorslanguagepalishing
or contact suthorsupportifelsevier.com for more infoarmation. Plesse note Elevier nelther endorses
nor takes responsibiity for amy products, goods or Services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to owr Terms end Conditions: bttps//
v, el er oo fwpsfind  termaconditi ons. cws_home/termsconditions

Prowide the following data on the title page:

Tithe: Concise and informative. Tites are often used in informetion-retrieval systems. Avold
abbreviations and forrmulse when

Author names and affillations: Where the family name may be ambiguous (e.g., 8 double name),
please indicate this dearly. Present the Authors' affilietion addresses (where the actual work was
done] balow the names. Indicate sl affillstions with & lower-case suparscript letter immediately sfter
the Authac's name snd in front of the appropriste address. Provide the full postal sddress of sach
affilistion, including the country name, and, if evailable, the e-mail address of sach Author.
Corresponding Author: Clearly indicste who is willing to handle correspondence st all stages of
referesing and publication, also past-publication. Ensure that telephone and fax numbsers (with
country and arsa code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address,

Present/permanent address: If an Author has roved since the work described in the article was
dore, or was visiting &t the time, & "Present address™ (or "Permeanent address™) may be indicatesd
a5 & footnote to thet Author's name. The address st which the Author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Iden tifler

The Digital Object Identfier {D01) may be used to cibe and link to slectronic documents. The DOL
consists of & unique alpha-numeric character string which is essigned to a document by the publisher
upan the initial electronic publication. The assigned DOL never chanpes. Therefore, it 15 an ideal
medium for dting a document, particularly ‘Articles in press”’ because they have not yet received their
full biblisgraphic infarmation. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the:
journal Physies Lettars §):

http: ffche ol orgd 10, 1016/ physleth. 2010.0%.059

When you use a DOl to create links to documents on the web, the DOls are guaramesd never to
change.

Onfine proof correction

Correspending authors will receive an e-mail with & link to cur onling proofing Systern, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment IS sirilar to MS Word: In addition to
editing test, you can ales comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a fester and less error-prone proceds by sllowing you bo directly bype
your cormections, eliminating the potential introduction of ermors.

If preferred, you can still choose to annotabe and upload your edits on the PDF version. All instructions:
for proafing will be given in the e-maill we send to authors, induding aternative methods to the online:
version and PDF.

We will do everything possible to get your artide published quickly and accurately. Plesse use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and cormectness of the text, tables
and figures. Significant changes to the artide &% accepted for publication will anly be considered at
this stage with permission from the Editoc]t i important to ensure that all corrections ame sent back
to us in one communication. Pleese check carefully before replying, as indusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading 1S solely your respensibility.

Offprints
The suthor, &t no cost, will be provided with 25 free paper offprints, or
altematively, a personalized link providing 50 days free access to the final published
version of the artide on ScenceDirect. This link can skes be used for sharng wia
ermall sfd socdal nebworks. For af éxtra charge, more paper offprints can be ordéered
via the offprint order form which & sent once the artide s accepted for publication.
Both corresponding end co-suthors may order offprints st amy time wia Elsevier's WebShop
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(http:/ fwebshop elseviercom/myarticlesarvicesfoffprints).  Authors requiring printed coples of
multiple articles may vse Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book!' service to collate multiple articles
within & singlé cover (http: [ webshop elsevier com/ myarticléservices/booklets ).

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at hittp:/ help. elsevier comy appyanswers detallfa_id/ 85/ p/a045/.
You can track your aocepbed article at http:/www elsevier. comftrackarticle. You are slso welcome to
contact Customer Support wia hitp:/fsupport elsevier com.

© Copyright 2004 Elsevier | hitp:/fwww_elseviercom
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