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POLETTO, Ana Claudia. Andlise da relacdo dos niveis de elementos traco na
saliva e céarie dentaria em pré-escolares. 2018. 65 f. Dissertagdo (Mestrado em
Odontologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A carie dentaria € caracterizada como uma doenca biofilme acucar dependente
complexa. Sua patogénese é um processo muito estudado e descrito na literatura,
contudo a complexidade e correlacédo de fatores a tornam uma doenca que deve ser
analisada sob diversos prismas, como por exemplo: a composicéo salivar. A saliva é
composta por substancias orgéanicas, inorganicas e elementos traco. Estes
elementos desempenham papel como cofatores e constituintes estruturais de
algumas enzimas, também estdo relacionados as funcdes metabdlicas normais e ao
adequado funcionamento do organismo. Estudos tém sido realizados abordando a
relacdo entre os niveis de elementos traco presentes na saliva com a céarie dentaria.
Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi determinar os niveis de Cu, Zn, Mn, Fe e Al
presentes na saliva ndo estimulada de 120 criancas de 36 a 72 meses de idade de
ambos 0s sexos com e sem experiéncia de carie, participantes de um programa
educativo preventivo em saude bucal para criancas da Universidade Estadual de
Londrina e verificar a relacdo desses elementos com a carie dentaria. Para andlise
dos niveis de elementos traco foi utilizada a técnica de fluorescéncia de raios X por
reflexdo total. A andlise estatistica foi realizada pelos testes Mann-Whitney U e teste
T de student (P<0,05). A concentracdo de Fe no grupo de criancas com carie foi
maior 0,080 [0,031 — 0,239 mg/L], do que no grupo sem carie 0,044 [0,023 — 0,107
mg/L], o mesmo aconteceu com o Mn, onde 0s niveis foram maiores no grupo com
carie 0,15 [0,007 - 0,020 mg/L] do que no grupo sem cérie 0,10 [0,001 — 0,017 mg/L].
N&o houve diferencas entre os dois grupos nas concentracdes de Cu, Zn e Al. Os
niveis de Cu, Zn, Mn, Fe e Al na saliva das criangcas nao foram relacionados ao
género nem a presenca de restauracdes. Conclui-se que embora os elementos Cu,
Zn e Al apresentem importantes fungBes biolégicas na saliva, ndo foi verificada
relacdo desses elementos com a carie dentaria. Por outro lado, niveis aumentados
dos elementos Mn e Fe foram observado no grupo de criancas com carie
evidenciando a relacao desses elementos com a doenca.

Palavras-chave: Cérie dentaria. Elementos traco. Saliva.



POLETTO, Ana Claudia. Relationship between salivary trace elements and
dental caries in preschool children. 2018. 65 f. Dissertation (Master's Degree in
Dentistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Dental caries is considered as a complex dependent biofilm-sucrose disease. The
dental caries pathogenesis has been widely described in literature, however there is
complex process and factors which are related to it and turns it to a disease that
needs to be analyzed under different perspectives, one of them is the salivary
composition. The saliva is composed by organic, inorganic substances and trace
elements. These elements are present in small amounts in the human body. In
addition to their importance to body’s normal metabolic functions, they also play a
role as cofactors or as structural components of some specific enzymes. Previous
studies have shown that there is some correlation between salivary trace elements
and tooth decay. In front of this, the aim of this study was to determine the levels of
Cu, Zn, Mn, Fe and Al and verify their relationship with dental caries in 3 to 6-year-old
children, both genders that have or not suffered from tooth decay, who have been
attended in an educational preventive program in oral health from State University of
Londrina. The trace elements levels were determined by Total Reflection X-Ray
Fluorescence Spectroscopy. The statistical analysis was performed by the Mann-
Whitney U and Student T test (P <0,05). The concentration of Fe was higher in the
caries group 0,080 [0,031 — 0,239 mg/L] than caries free 0,44 [0,023 — 0,107 mg/L],
the same happened with Mn, were the levels were higher in caries group 0,15 [0,007
- 0,020 mg/L] than caries free 0,010 [0,001 — 0,017 mg/L]. There is no difference
among the Cu, Zn, Al levels when compared children with and without dental caries.
It was no relationship among Cu, Zn, Mn, Fe and Al levels and gender and
restoration. It can be concluded although Cu, Zn and Al present important biological
functions in the saliva, in our study, we didn’t verify the relationships of this elements
with dental caries. On the other hand, incresead levels of Mn and Fe in dental caries
children group highlighting the relationship with these elements with the disease.

Key words: Dental caries. Trace elements. Saliva.
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria € considerada o problema de salude mais prevalente no
mundo, com acometimento de 2.4 bilhdes de adultos e 621 milhdes de criancas
(KASSEBAUM et al., 2015). Essa doenca pode ter consequéncias importantes para
qualidade de vida do individuo (FRENCKEN et al., 2017).

No Brasil, de acordo com a pesquisa nacional realizada em 2010 (BRASIL,
2012), a crianga brasileira, aos 5 anos de idade apresenta um ceo-d (indice de
dentes deciduos cariados, extraidos ou obturados) médio de 2,43 dentes com
experiéncia de cérie, com predominio do componente cariado. Embora a prevaléncia
de carie tenha diminuido no Brasil, existem grandes variacfes regionais para estes
dados, sendo as médias do indice ceo-d mais elevadas nas regibes norte, centro-
oeste e nordeste em comparacdo com as regides sul e sudeste (BRASIL, 2012).
Estas variacdes regionais ocorrem devido a fatores moduladores que influenciam
indiretamente no desenvolvimento da carie dentéria, entre eles, fatores culturais,
sociais, de escolaridade e precariedade de acesso aos servicos de saude (NARVAI
et al., 1999, NARVAI et al., 2006, SHEIHAM; JAMES, 2015).

Desta forma, no intuito de diminuir a prevaléncia de céarie, programas
educativos e preventivos, com énfase em saude bucal, tém sido desenvolvidos e
aplicados, principalmente pelos 6rgaos publicos. No estado do Parana, a Clinica de
Especialidades Infantis da Universidade Estadual de Londrina € um desses
programas, sendo considerada referéncia nacional e internacional na atencéo
odontologica para bebés e criancas na faixa etaria de 0 a 5 anos (PINTO et al.,
2010, SCARPELI, et al., 2016). Os principios desse programa sdo medidas
educativas aos pais e preventivas as criancas, planejadas de acordo com avaliacao
do risco de carie, como remocdo mecanica de placa e aplicacdo de fluoretos,
mostrando resultados satisfatérios com 71,1% dos egressos livres de cérie e indice
ceo-dde 1,0 + 2,1 (PINTO et al., 2010).

Em se tratando da etiologia da carie dentaria, esta € caracterizada como uma
doenca biofilme acucar dependente complexa (SHEIHAM; JAMES 2015,
GIACAMAN, 2017), resultante da dissolugdo mineral dos tecidos dentérios, devido
principalmente a producédo de &cidos por bactérias que metabolizam carboidratos
oriundos da dieta, em especial a sacarose (FEJERSKOV; NYVAD; KIDD, 2017).
O biofilme é uma comunidade microbiana associada a superficie do dente ou de
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qualquer outro material duro e nao-descamativo (LINDHE et al., 2010).
O desenvolvimento do biofilme no dente tem inicio logo ap0s a escovacgao dentaria
com a formacgédo da pelicula adquirida sobre a superficie do esmalte, essa pelicula é
composta por glicoproteinas salivares, principalmente por mucinas e histatinas que
se adsorvem sobre a superficie devido a interacdes eletrostaticas, essas proteinas
alteram a carga e energia livre da superficie faciltando a adesdo bacteriana
(FEJERSKOV; NYVAD; KIDD, 2017). Em seguida, ocorre a adesao de
microrganismos a receptores especificos presentes na pelicula e posteriormente a
multiplicacdo desses microrganismos. Nesse microecossistema acontece uma série
de eventos fisioldgicos, entre eles o processo de des-remineralizacédo das estruturas
dentérias (MALTZ et al., 2016). O metabolismo dos carboidratos fermentaveis pelas
bactérias presentes no biolfilme promove uma constante flutuacdo de pH e
consequentemente a perda e ganho de minerais na superficie dentaria (MARSH;
ZAURA, 2017). A alta concentracéo de ions minerais na saliva e no fluido do biofilme
impedem a dissolugdo dentaria, além disso, a difusdo dos ions calcio, fosfato e
fluoreto na estrutura dentaria faz com que ocorra a formacdo de cristais mais
resistentes a desmineralizacdo em lesfes ndo cavitadas, esse processo ocorre
varias vezes durante o dia e € chamado de remineralizacdo (FEATHERSTONE,
2004). Contudo, quando a frequéncia de ingestdo de carboidratos aumenta,
especialmente a sacarose, ocorre o rompimento da homeostase do processo de
des-remineralizacao devido ao pH acido do biofilme, com isso, ocorre o predominio
de bactérias aciduricas e acidogénicas (hipétese da placa ecoldgica, Marsh, 1994),
como 0s Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e alguns lactobacilos
responsaveis pela producéo de acidos organicos, entre eles, latico, férmico e acético
gue sao capazes de dissolver as estruturas dentarias (MARSH; ZAURA, 2017).

Para que ocorra a desmineraliza¢cdo no esmalte € necessario a redu¢éo do pH
a 5,5 e na dentina, o mesmo desequilibrio ocorre em um pH de 6,5 (FEJERSKOV,
2004). Na denticdo decidua este processo ocorre mais rapido, devido a menor
concentracdo de minerais presentes na estrutura do esmalte, aumentando assim, a
suscetibilidade destes dentes a carie (KRZYSCIAK et al., 2014). De acordo com
Maltz et al. (2016), o processo de desmineralizagcdo comeca de forma subclinica,
onde nenhuma intervencdo € necessaria. Contudo, para que a carie seja
considerada como uma doenca é necessario a progressao da lesédo até que se torne

clinicamente visivel. O primeiro aspecto clinico das lesdes de carie sdo as manchas
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brancas, incialmente rugosas e opacas, ou seja, lesbes sem a presenca de
cavitacdo. Quando o processo de carie persiste e o biofilme ndo é desorganizado, as
lesbes progridem formando cavidades, inicialmente em esmalte, depois em dentina
podendo chegar a destruicdo total do dente. Deste modo, diante dos diferentes
estagios das lesbes, existem também multiplas opc¢des de tratamento, e a deciséo
deve levar em conta as evidéncias cientificas, a experiéncia clinica do profissional e
as necessidades do paciente (MALTZ et al., 2016).

Embora a patogénese da cérie seja um processo bem conhecido e descrito
na literatura (FEJERSKOV, 2004, FEATHERSTONE, 2004, SHEIHAM; JAMES,
2015, GIACAMAN, 2017, JEPSEN et al., 2017), a complexidade e correlacado de
fatores a tornam uma doenca que deve ser analisada sob diversos prismas, como
por exemplo: a nutricdo e hdabitos de higiene bucal, exposicdo a fluoretos, os
microrganismos bucais, a qualidade e integridade estrutural do esmalte, a
sucetibilidade do hospedeiro e a composicdao da saliva (FEJERSKOV; NYVAD,
KIDD, 2017).

Especificamente sobre a saliva, trata-se de uma secrec¢do glandular que
banha a cavidade bucal e que é responsavel pela manutencdo da saude bucal por
meio da protecdo dos tecidos moles e dentes (FEJERSKOV, 2011). A saliva total
contém células epiteliais descamadas e bactérias bucais (LIGTENBERG;
VEERMAN, 2014) e é proveniente de fluidos de diferentes localizagbes como:
glandulas salivares maiores (parétida, submandibular, sublingual); glandulas
salivares menores (labial, lingual, bucal e palatina) e fluido crevicular. As principais
funcbes da saliva estdo relacionadas com as caracteristicas do fluido e sua
composicao, sendo elas: lubrificacdo por intermédio das mucinas (glicoproteinas que
conferem viscosidade a saliva e auxiliam na formacéo do bolo alimentar); protecéo e
hidratacdo das mucosas; digestdo e paladar; acdo antimicrobiana e de aglutinagao
bacteriana; limpeza e agdo tamponante; manutencdo da integridade dental e
propriedades remineralizantes (EDGAR; DAWES; O'MULLANE, 2012).

Os fatores associados a variacdo da composicéo salivar estao relacionados a
diferencas na secrecdo de cada glandula, periodo do dia (ritmo circadiano), estresse,
radioterapia, hidratacdo corporal, doencas, exercicio fisico, natureza e duracéo dos
estimulos, medicamentos e oscilacdes no fluxo salivar (CURY, et al., 2011). Estudos
mostram que niveis menores de carie estdo relacionados com aumento do fluxo

salivar enquanto pacientes com alto indice de CPOD (dentes permanentes cariados,
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perdidos, obturados) e problemas periodontais com um menor fluxo salivar
(AZEVEDO et al., 2005, PRABHAKAR; DODAWAD; RAJU, 2009). O fluxo salivar
considerado normal da saliva ndo estimulada em adultos € em média 0,3 a 0,4
mL/min e de 1,5 a 2 mL/min para saliva estimulada (EDGAR; DAWES; O'MULLANE,
2012). Ja para criancas de 6 anos a média de fluxo salivar de saliva ndo estimulada
€ de 0,48 + 0,37 (BRETZ et al., 2001) e de 0,77 + 0,44 mL/min para saliva
estimulada (TORRES et al., 2006).

A saliva total apresenta 99% de agua em sua composi¢do e apenas 1% de
substancias organicas e inorganicas (LLENA-PUY et al., 2006). Entre as substancias
organicas encontram-se uma variedade de carboidratos, enzimas e proteinas de
acdo nao imunoldgica, tais como, as lisozimas, peroxidases (peroxidase salivar e
mieloperoxidase), cistatinas, histatinas, aglutininas, mucinas, glicoproteinas
salivares, lactoferrinas e proteinas imunoldgicas, como as imunoglobulinas, IgA
secretoria, 1gG e IgM, que apresentam diferentes funcées antimicrobianas como
fagocitose, aglutinagdo e agregacdo bacteriana e algumas demonstram acéo
antifungica e antiviral (AZEVEDO, et al., 2005, CURY, et al., 2011). J4, as principais
substancias inorganicas presentes na saliva sdo representadas pelos ions cloreto
(CIN, sédio (Na*), potassio (K*), fosfato (POs), célcio (Ca*?), nitrogénio (N), oxigénio
(O2), bicarbonato (HCO3) e elementos traco (LLENA-PUY et al., 2006). Essas
substancias apresentam um papel importante na capacidade tampéao da saliva, nos
fendbmenos de remineralizacdo das estruturas dentais, nos mecanismos de defesa e
na atividade enzimética (BARDOW, LAGERLOF, NAUNTOFTE, 2011).

Os elementos traco sdo um grupo de micronutrientes, ndo sintetizados pelo
organismo, responsaveis pelo adequado crescimento e desenvolvimento do corpo
humano e na manutencéo das funcées metabdlicas (NORDEBERG; NORDEBERG,
2016). De acordo com a World Health Organization (WHO), um elemento é
considerado essencial para o organismo quando a diminuicdo de sua concentracao
no corpo a determinado limite resulta na reducéo de func¢des biologicas importantes,
ou ainda, quando um elemento é parte integral de uma estrutura organica
desenvolvendo uma funcdo vital no organismo. Os elementos trago essenciais
necessarios para saude humana sao: Cromo (Cr), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Ferro
(Fe), Molibdénio (Mo), Selénio (Se), Zinco (Zn) e Manganés (Mn) (WHO, 1996). A
obtencédo desses elementos € proveniente dos nutrientes consumidos na dieta, na

ingestdo de 4gua e, em menor proporcdo pela absorcdo através da pele ou inalagéo
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(SRIRAM; LONCHYNA, 2009). A quantidade necessaria desses elementos para o
adequado funcionamento do organismo € muito pequena, em média 1 mg/kg do
peso corporal (PATHAK; VITTALDAS; DHEERAJ, 2016). Embora a quantidade
necessaria seja minima, a falta ou excesso desses elementos pode afetar o
desenvolvimento do organismo como um todo (NIELSEN, 2003).

Os elementos traco que fazem parte da porcdo inorganica da saliva,
representam 0,2% de sua composicdo total (SEKHRI et al., 2017). Sao
representados pelo Cobre (Cu), Cromo (Cr), Cobalto (Co), Ferro (Fe), Fltor (F), lodo
(), Molibdénio (Mo), Manganés (Mn), Selénio (Se), Zinco (Zn), Aluminio (Al),
Magnésio (Mg) e Sr (Estréncio) (SRIRAM; LONCHYNA 2009, SEKHRI et al., 2017,
QAMAR et al., 2017).

Diante dos aspectos abordados e tendo em vista a importancia da
composicao salivar no equilibrio saude-doenca, e dos elementos traco no adequado
funcionamento do organismo, estudos tém sido realizados abordando a relacéo
entre a carie dentaria e os niveis de elementos traco presentes no dente (TANAKA
et al., 2004), na placa dental (ARIRACHCHAKARAN et al., 2007) e na saliva
(DUGGAL; CHAWLA; CURZON, 1991, BORELLA; FANTUZZI; AGGAZZOTTI 1993,
ZAHIR; SARKAR, 2006, WATANABE et al., 2009, WATANABE et al., 2011,
HUSSEIN et al., 2013, HEDGE et al., 2014, SEKHRI et al., 2017).

Um dos elementos traco estudados avaliados neste estudo foi o Al, embora
nao seja um elemento essencial e esteja presente em pequenas concentracdes no
corpo humano (WHO, 1996), estudos in vitro mostraram que sais de Al podem inibir
o0 crescimento de bactérias bucais e reduzir sua capacidade de colonizar a superficie
do esmalte (PATHAK; VITTALDAS; DHEERAJ, 2016). Em um estudo realizado por
Tanaka e col. (2004) verificaram que dentes deciduos sem carie apresentavam
maior concentracdo de Al em esmalte e dentina do que dentes com presenca de
carie ou restauracbes. Além disso, constataram que ndo havia diminuicdo da
concentracdo de Al com a progressao da lesdo. Portanto, a concentracdo reduzida
de Al nessas condicbes ndo era devido a desmineralizacdo e diante disso, 0s
autores sugeriram um possivel efeito cariostatico desse elemento.

O Mn é um elemento traco essencial, disponivel no organismo pela dieta e
apos sua absorcédo € distribuido em todos os tecidos e também apresenta papel de
ativacao de varias enzimas como hidrolases, quinases e transferases. Este elemento

esta presente na saliva (WHO, 1996) e o seu papel no desenvolvimento da carie
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também tem sido tem sido estudado. Arirachakaran et al. (2007) pesquisaram a
influéncia do Mn na expressdo de alguns genes de viruléncia dos S. mutans, mais
especificamente o da GbpC (proteina ligante de glucano C), e verificaram que a
presenca de Mn resulta no aumento da expresséo desse gene, sugerindo um papel
cariogénico para esse elemento. A GbpC age como um receptor de superficie para
glucanos, contribuindo para formacdo da arquitetura sacarose-dependente do
biofilme (BANAS; VICKERMAN, 2003). Tsanidou et al. (2015) verificaram a relacao
entre a concentragdo de Mn na agua e a presenca de carie. Os resultados
mostraram que 0 consumo de agua com maior concentracdo de Mn estava
associado a uma maior prevaléncia de carie, dando suporte ao papel cariogénico do
Mn.

O Cu é um elemento traco amplamente distribuido nos tecidos e esta
envolvido em diversas funcdes bioldgicas, incluindo a participagdo como cofator de
algumas enzimas como a superéxido dismutase e citocromo oxidase (WHO, 1996).
E estimado que um adulto apresenta em média 80 mg de Cu no organismo e o
consumo basal necesséario € de 0,6 mg/dia (WHO, 1996). Devido a participacao de
Cu em diversos processos fisiologicos, estudos foram realizados abordando a
relacdo desse elemento presente na saliva com a cérie dentéria (BORELLA;
FANTUZZI; AGGAZZOTI, 1994, WATANABE et al.,, 2009, HEDGE et al., 2014;
SEKHRI et al., 2017). Hedge et al. (2014) e Sekhri et al. (2017) verificaram os niveis
de Cu em individuos com e sem carie e observaram que os niveis de Cu estavam
elevados no grupo com carie. Hedge et al. (2014) sugeriram que o aumento da
concentracdo de Cu em adultos esta relacionado ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes na presenca de atividade de carie. Outra hipotese sugerida
por Watanabe et al. (2009), € que o0s niveis desses elementos podem estar
aumentados na saliva de criancas devido ao processo de desmineralizacdo dentaria
durante o processo de carie. Os autores afirmaram que esse elemento € liberado da
estrutura dentaria, o que justifica sua maior concentracdo na saliva. Um estudo
realizado avaliando os niveis de Cu no dente, verificou maior concentracdo de Cu
em dentina cariada do que saudavel (HARRIS et al., 2007), o que corrobora com o
fato desse elemento estar em maior concentracdo na saliva de individuos com cérie.

O Zn é outro elemento traco considerado essencial. Ele esta presente em todos
os tecidos e fluidos do corpo humano com concentracao total estimada de 2 g. Este

elemento contribui para o desenvolvimento de fun¢des bioquimicas importantes no
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organismo, como sintese e degradacao de carboidratos, lipideos, proteinas e acidos
nucleicos (WHO, 1996), além de ser cofator de enzimas como a superoxido
dismutase presentes no citosol de células eucaridticas (HEDGE et al., 2014). Essa
enzima esta também presente na saliva e tem sido relacionada a processos como a
carie dentaria, pois catalisa a dismutacéo de ions superoxido em oxigénio e peroxido
de hidrogénio, sendo esta uma reacao importante, uma vez que a falta de equilibrio
entre os niveis de radicais livres, espécies reativas ao oxigénio e antioxidantes
presentes na saliva podem estar relacionadas ao desenvolvimento da cérie dentaria
(BATTINO et al., 2002). O estudo realizado por Hedge et al. (2014), avaliou os niveis
de Zn e atividade da superoxido dismutase em adultos com e sem cérie e constatou
maiores niveis de Zn e maior atividade dessa enzima em individuos com cérie. No
estudo realizado por Hussein et al. (2013) também foi verificado maior concentracao
desse elemento na saliva de criangcas com carie. Esses autores sugeriram que 0
aumento da concentracdo de Zn na saliva esta relacionado ao processo de
desmineralizacdo dentéaria, o que corrobora o estudo de Faizal (2013) que verificou
maior concentracdo de Zn em esmalte cariado do que saudavel. Em relacdo ao
papel do Zn na céarie dentaria, um estudo realizado por Toledano et al. (2016)
verificou a influéncia do Zn na reducdo da atividade das metaloproteinases na
degradacdo das fibras colagenas presentes na camada hibrida. Para tanto, na
realizacdo de restauracdes utilizaram sistemas adesivos com Zn em sua Composi¢cao
e verificaram melhores propriedades nano-mecanicas e maior concentracdo mineral
na dentina de dentes restaurados com esse tipo de adesivo. Contudo, outros autores
sugeriram que ndo h& relacdo do Zn com a cérie dentaria, uma vez que nao
encontraram diferencas significativas nos niveis salivares de Zn entre individuos com
e sem carie (DUGGAL; CHAWLA; CURZON, 1991).

O elemento tragco essencial mais abundante no corpo humano é o ferro, sendo
indispensavel para maioria das atividades metabdlicas dos seres vivos. A presenca
de Fe no corpo é proveniente da dieta, principalmente por meio da ingestdo de
vegetais verdes (WHO, 1996). Em relacdo aos niveis de Fe presentes na saliva de
criangas com e sem experiéncia de carie, Hussein et al. (2013) determinaram que
nao havia diferencas na concentracdo desse elemento nos dois grupos. No entanto,
Watanabe et al. (2011) verificaram que meninas com dentes cariados apresentavam
maior concentracdo de Fe na saliva do que aquelas com dentes livres de cérie.

Assim, diante da importancia dos elementos traco em processos biologicos, a
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quantificacdo desses elementos presentes na saliva pode ser realizada por uma
variedade de técnicas e métodos analiticos de caracterizacdo como por exemplo:
Espectroscopia de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES)
(SEKHRI, 2017), Espectroscopia de Absorcdo Atdmica (AAS) (DUGGAL; CHAWLA,;
CURZON, 1991, BORELLA; FANTUZZI; AGGAZZOTTI, 1993, ZAHIR; SARKAR,
2006, WATANABE et al., 2011, HUSSEIN et al., 2013, HEGDE et al., 2014),
Fluorescéncia de Raios X (XRF), Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total
(TXRF) (ABRAHAM et al, 2010, CLETO et al, 2016). Dentre as técnicas
mencionadas, a TXRF apresenta vantagens em relacdo as demais, pois € uma
analise multielementar rapida, com preparacédo simplificada e com pouca quantidade
de amostra da ordem de pL, possui baixo custo de execucdo, além de permitir a
preservacao da integridade estrutural das amostras (SANCHEZ et al., 2008).

O método de TXRF consiste em quantificar os elementos quimicos (partes por
bilhdo) pela interpretacdo da fluorescéncia emitida oriunda da mudanca de camada
dos elétrons quando ha a incidéncia de Raios X, em que cada elemento quimico
possui um espectro de raios X caracteristicos. Para provocar a emissao dos raios X
caracteristicos dos elementos que constituem a amostra, € possivel excitar o
material a ser analisado de varias formas: particulas aceleradas (elétrons, prétons ou
ions), particulas alfa, raios X ou raios gama de baixa energia. Quando a amostra é
excitada, os elétrons das camadas mais internas sao ejetados do atomo (efeito
fotoelétrico) ficando assim, vacancias nos niveis eletrbnicos mais internos. Para
preencher essas vacancias, elétrons das camadas mais externas realizam um salto
quantico. Nesse salto, fétons com energia igual a diferenca de energia entre esse
niveis sado emitidos. Os raios X caracteristicos liberados pelos atomos que compde a
amostra quando atingem o detector geram pulsos de carga proporcionais as
energias dos raios X. Esses pulsos sdo amplificados pela eletrénica conectada ao
detector e, o analisador multicanal registra esses pulsos e separa de acordo com a
quantidade de carga, gerando dessa forma picos de energia em que sua area é
proporcional a intensidade de raios X emitido pelo elemento e, consequentemente
proporcional a concentragdo na amostra. Estas informagdes sao enviadas para um
microcomputador que processa as informagdes utilizando softwares especificos.
Através dos espectros de energias gerados pelos softwares pode-se determinar a
area do pico e identificar os elementos juntamente com sua concentracao
(NASCIMENTO FILHO, 1999). O limite minimo de detecc&o de um elemento quimico
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no TXRF estéa relacionado com o seu nimero atbmico (Z). Para Z baixo tem-se um
limite minimo de deteccdo maior do que para Z médio, quando analisadas as
linhas K.

Diante do assunto jA exposto € importante ressaltar que atualmente nao
existe consenso na literatura em relagdo ao papel dos elementos traco no
desenvolvimento da céarie dentaria. Os resultados contraditérios e inconclusivos dos
estudos existentes identificaram os niveis desses elementos e a sua relacdo com a
carie e justificaram a necessidade de novas pesquisas nesta area, uma vez que
alguns elementos tem sido considerados cariostaticos e outros cariogénicos. Além
disso, ainda ndo estd descrita na literatura a utilizacdo da técnica de TXRF para

avaliacdo de elementos traco presentes na saliva de pré-escolares com e sem carie.

OBJETIVO

Investigar a relac@o dos niveis de elementos trago presentes na saliva com a
carie dentaria em pré-escolares atendidos no programa educativo preventivo em
saude bucal da UEL.
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Short Title: Elementos Traco e Carie Dentéaria em criancas
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Céssia Cilene Dezan Garbelini, Emerson José Venancio

RESUMO

O objetivo desse estudo foi determinar os niveis de elementos traco presentes na
saliva de pré-escolares e verificar a relacdo desses elementos com a carie dentaria.
Foram coletadas 120 amostras de saliva ndo estimulada de criangas de 36 a 72
meses de idade, de ambos o0s sexos, participantes do programa educativo
preventivo em saude bucal da Universidade Estadual de Londrina, Brasil. As
criangas foram divididas em dois grupos, com cérie (n=60) e sem carie (n=60). Os
niveis de Cu, Zn, Mn, Fe e Al foram analisados por meio da técnica de fluorescéncia
de raios X por reflexdo total. A analise estatistica foi realizada pelos testes Mann-
Whitney U e teste T de Student (P<0,05). Os resultados demonstraram que a
concentracdo (mg/L) de Mn (0,015 [0,007-0,020]) e Fe (0,080 [0,031-0,239]) foram
significativamente maiores no grupo com cérie (P<0,05). Ndo houve diferenca nos
niveis de Cu, Zn, Al, quando comparadas crian¢cas com e sem carie. Aléem disso, os
niveis Al, Fe, Cu, Zn e Mn ndo apresentaram diferenca em relacdo ao género e a

presenca de restauracdes. Os niveis aumentados de Fe e Mn mostraram associagao
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com a carie dentaria e niveis de Cu, Zn e Al ndo mostraram relacdo com a doenca.
Mais estudos devem ser realizados, uma vez que 0s elementos traco podem
contribuir para o desenvolvimento de indicadores de risco da carie dentaria na

primeira infancia.

Palavras-chave: Carie dentaria; Elementos traco; Saliva.

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the levels of salivary trace elements in
saliva samples of preschool children and verify their relationship with dental caries. It
was colected 120 samples of unstimulated saliva from 36-72 months of age children,
from both genders, who participate in the preventive educational program in oral
health to children at State Univesity of Londrina, Brazil. The children were divided in
two groups, caries (n=60) and caries-free (n=60). The Cu, Zn, Mn, Fe and Al levels
were analyzed by total reflection X-ray fluorescence. The results demonstrate that
the concentration of Mn (0.015 [0.007-0.020]) and Fe (0.080 [0.031-0.239]) were
significantly higher in the caries group (p<0.05). It was no difference among Cu, Zn,
Al concentrations when compared children with and without caries. The Al, Fe, Cu,
Zn and Mn levels present no difference in relation to gender and filled tooth. The
incresead Fe and Mn levels showed association to dental caries; Cu, Zn and Al didn’t
demonstrate relationship with the disease. More studies should be done, since the
trace elements can contribute to the development of dental caries risk indicators in

the early childhood.

Key words: Dental caries; trace elements; saliva.
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INTRODUCAO

A carie dentaria é caracterizada como uma disbiose biofilme acucar
dependente complexa [1, 2], resultante da dissolucdo quimica dos tecidos dentérios,
provenientes da producdo de &cidos por bactérias que metabolizam carboidratos
oriundos da dieta, em especial a sacarose [3]. Fatores como nutricdo e habitos de
higiene oral, exposicdo a fluoretos, microrganismos bucais, qualidade e integridade
estrutural do esmalte, suscetibilidade do hospedeiro e a saliva podem influenciar no
desenvolvimento da doenga [1,2,3,4].

A saliva é uma secrecdo glandular que banha a cavidade bucal e que é
responsavel pela manutencédo da saude por meio da protecdo dos tecidos moles e
dentes [4]. Apresenta 99% de agua em sua composicdo e apenas 1% de
substancias organicas e inorganicas [5]. Entre as substancias inorganicas da saliva
encontram-se 0s elementos traco, que sao um grupo de micronutrientes
responsaveis pelo adequado crescimento e desenvolvimento do corpo humano,
envolvidos em diversas funcdes metabdlicas [6]. A obtencdo desses elementos é
proveniente da dieta, ingestdo de &gua e, em menor propor¢do, pela absorcao
através da pele ou inalagao [7].

Devido a importancia da composicéo salivar no equilibrio saide-doenca, e dos
elementos traco no adequado funcionamento do organismo, estudos tém sido
realizados com adultos e criancas em diferentes paises abordando a relacdo entre
0s niveis de elementos traco como Al, Mn, Fe, Cu e Zn presentes na saliva com a
carie dentaria [8-15]. Contudo, os resultados desses estudos sédo contraditérios e
inconclusivos em relacdo aos niveis desses elementos e a experiéncia de cérie.
Tendo em vista a diversidade das populacdes estudadas, e a divergéncia dos
resultados dos estudos, o objetivo desse estudo foi investigar os niveis de elementos
traco presentes na saliva e a relagcdo com a carie dentaria em criancas integrantes
de um programa educativo preventivo em saude bucal da Universidade Estadual de

Londrina utilizando a técnica de fluorescéncia de raios X por reflex&o total (TXRF).
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental
Estudo transversal de criangas atendidas no programa educativo preventivo em

saude bucal infantil da UEL no periodo de maio a novembro de 2017.

Tamanho minimo da amostra

A estimativa do tamanho minimo da amostra utilizou confianca de 5% e poder
de 80%. Os valores referentes a concentracéo dos elementos trago foram utilizados
de acordo com o estudo de Hussein et al., 2013. Dessa forma, a amostra minima

estimada foi de 60 criancas para cada grupo no total de 120 participantes.

Sujeitos do estudo

A amostra desse estudo foi composta por 120 criancas de 36 a 72 meses de
idade de ambos os sexos. Foram incluidas criangcas com e sem experiéncia de cérie,
participantes regulares do programa de prevencdo. Os pais foram informados dos
riscos e beneficios da pesquisa e daquelas que concordaram em participar do
estudo foi obtido o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (apéndice A)
antes do inicio da pesquisa. Foram excluidas criancas que faziam uso de qualquer
tipo de medicamento ou que apresentavam alteracdes sistémicas. Este estudo
(CAAE: 59861216.2.0000.5231) foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UEL (parecer: 1.748.208) (anexo 1).

Treinamento e calibracdo dos examinadores para o diagnostico de carie
dentaria

O treinamento tedrico consistiu na realizacdo de e-learning de 90 minutos na

plataforma ICDAS (www.icdas.org), andlise de fotografias intra-orais de dentes
deciduos e dentes extraidos com diferentes estagios de cérie. Todo treinamento foi
conduzido por um odontopediatra com 25 anos de experiéncia na area. A calibracdo
foi realizada em 4 etapas com intervalo de 7 dias. Participaram do
treinamento/calibracédo 20 criancas e 800 superficies de molares foram avaliadas por

dois examinadores e supervisionadas pelo examinador padrao-ouro.


http://www.icdas.org)/
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Coleta de saliva
Os cuidadores foram orientados a ndo escovar os dentes das criangas na
manha da coleta a fim de evitar residuos de dentifricio na saliva que eventualmente
pudessem interferir nas analises. A coleta foi realizada no periodo da manha entre
08:00 e 11:00h para evitar influéncias do ritmo circadiano. A amostra de saliva nédo
estimulada (50 pL) foi obtida por aspiracdo do assoalho da cavidade bucal com
auxilio de uma micropipeta e ponteiras estéreis. A amostra foi transferida para
microtubos, identificada e congelada imediatamente apdés a coleta em freezer a
- 20°C [17].

Avaliacdo da experiéncia de carie

A condicdo dentéaria foi avaliada de acordo com os critérios do indice ICDAS
(Sistema internacional de detec¢céo e avaliacdo de lesBes de carie) [18] por dois
examinadores previamente treinados e calibrados para esta metodologia. A
concordancia entre os examinadores foi avaliada pelo coeficiente kappa ponderado,
o valor intra-examinador foi de 0,80 para o avaliador 1 e 0,79 para o avaliador 2 e a
concordancia inter-examinadores foi de 0,72. Previamente ao exame, foi realizada
uma profilaxia de acordo com o protocolo preconizado pelo ICDAS, utilizando escova
dental nova. O exame visual foi realizado sob luz artificial com auxilio de um espelho
bucal plano e sonda exploradora com ponta romba. As superficies dentarias foram
secas com jatos de ar por 5 segundos e cada superficie examinada foi registrada em
um odontograma por um anotador previamente treinado no preenchimento dos
codigos do ICDAS (anexo 3). As criangas foram divididas em dois grupos, no grupo
1 foram incluidas criangas que néo apresentavam lesfes de carie (cédigo 0 ICDAS),
com mancha branca visivel somente apds secagem (codigo 1 ICDAS) ou com
mancha branca visivel molhada (cédigo 2 ICDAS). No grupo 2 foram alocadas as
criangas que apresentavam carie de esmalte e dentina em varios estagios de
desenvolvimento (cédigo 3, 4, 5 e 6 ICDAS).
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Preparacdo das amostras

As amostras foram centrifugadas por 2 minutos em uma minicentrifuga (2000G
— Fisherbrand) em seguida, permaneceram durante 30 minutos em repouso a
temperatura ambiente para homogeneizacdo. Para a preparacdo das amostras foi
utilizado um disco cilindrico de acrilico com diametro de 3 cm (Valorize — Londrina-
PR, Brasil) com uma pelicula protetora. Previamente a deposi¢cdo das amostras, a
pelicula foi removida e entdo foi realizada uma leitura de 500 segundos do branco a
fim de certificar-se que ndo havia contaminacdo de nenhum elemento sobre o disco.
A seguir, o disco foi colocado sobre um suporte com uma marcacéo central, e com
auxilio de uma micropipeta e ponteiras estéreis foi depositado no centro do disco 10
UL de solucéo padrao (gélio 10 pg/mL) e 10 uL de saliva, os discos foram colocados
sobre um porta amostra e levados para secagem em estufa a 50°C por 60 minutos.
O protocolo seguido neste estudo foi descrito por Calle et al., 2013 [19]. Em seguida
as amostras foram irradiadas por meio de um tubo de raios X com foco em linha reta
gue opera com uma poténcia de 30 W, voltagem de 50 kV e corrente de 602 pA por
um tempo de exposicdo de 500 segundos. As analises foram realizadas em
triplicata, sendo que a cada leitura de 500 segundos o disco foi rotacionado em
média 120°, resultando em 1500 segundos por amostra. Os espectros das amostras
contendo os elementos Al, Cu, Zn, Mn, Fe, foram obtidos pelo sistema de TXRF S2
Picofox (Bruker — Berlim, Alemanha) localizado no Laboratorio de Fisica Nuclear
Aplicada na Universidade Estadual de Londrina e analisados pelo software
SPECTRA (Bruker - Markham, Ontario, Canada, 2010).

Anélise estatistica

Os participantes do estudo foram divididos em dois grupos, com e sem cérie e
analisados quanto a relagédo da concentracdo dos elementos Al, Cu, Zn, Mn e Fe. Os
dados foram expressos com numero absoluto e a normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para as variaveis ndo paramétricas o teste de
Mann-Whitney U foi utilizado para comparacao entre 0s grupos, e para as variaveis
paramétricas o teste t de Student. Os dados ndo paramétricos foram expressos em
mediana e primeiro e terceiro quartil, e os dados paramétricos em média e desvio
padrdo. As analises foram realizadas no programa SPSS verséo 21 (Inc, Chicago,
IL, USA).
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RESULTADOS

A tabela 1 descreve as caracteristicas dos participantes deste estudo quanto
ao género, idade e fluxo salivar. A amostra foi composta por 120 crian¢cas em idade
pré-escolar (36 a 72 meses), sendo 66 meninos e 54 meninas. Os participantes
foram selecionados por conveniéncia e alocados em dois grupos de acordo com a
presenca ou auséncia de lesdes cariosas cavitadas. O Grupo 1, foi constituido de 60
criancas que ndo apresentavam lesdes cavitadas, destas, 32 meninos (53,3%) e 28
meninas (46,7%). A idade média foi de 54,2 + 9,5 meses e fluxo salivar de 0,50
mL/min. O Grupo 2 foi constituido por 60 criancas que apresentavam lesdes de cérie
cavitadas, 34 meninos (56,7%) e 26 meninas (43,3%), com idade média de

60,2 + 9,9 meses e fluxo salivar de 0,48 mL/min.

Tabela 1 — Caracteristicas dos participantes do estudo

Sem carie Com carie
(n = 60) (n = 60) P (<0,05)
Grupo
Menino 32 (53,3%) 34 (56,7%) 0,714*
Menina 28 (46,7%) 26 (43,3%)
Idade (meses) 542+95 60,2+ 9,9 0,567**
Fluxo salivar
(mL/min) 0,50(0,31-0,80) 0,48(0,32-0,70) 0,504***

*Teste do qui-quadrado, dado expresso em n (%); **Teste t de Student, dado
expresso em média e desvio padrao; *** Teste de Mann-Whitney U, dado expresso
em mediana e Q1 e Q3.

Concentracao de elementos traco em relacéo a condicéo dentaria

A concentracdo dos elementos traco em cada grupo esta descrita na Tabela 2.
Os elementos analisados foram aluminio (Al), manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu)
e zinco (Zn). Os resultados apresentados na tabela 2 foram estatisticamente
significativos para os elementos Mn (0,010 mg/L - 0,015 mg/L) e Fe (0,044 mg/L -
0,080 mg/L), sendo maior no grupo com carie para ambos elementos. Com relacéo
aos outros elementos, Al, Cu e Zn, ndo foram identificadas diferencas significativas

entre 0s grupos.
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Tabela 2 — Concentracédo de elementos trago na saliva (mg/L) das criangcas com e

sem carie

Sem carie GRUPO 1
Mediana (Q1 - Q3)

Com carie GRUPO 2
Mediana (Q1 - Q3)

P

Al

Mn
Fe
Cu
Zn

0,000 (0,000 — 3,800)
0,010 (0,001 — 0,017)
0,044 (0,023 — 0,107)
0,000 (0,000 — 0,003)
0,076 (0,066 — 0,089)

0,000 (0,000 — 2,350)
0,015 (0,007 — 0,020)
0,080 (0,031 — 0,239)
0,000 (0,000 — 0,003)
0,077 (0,071 — 0,091)

0,635
0,036*
0,027*
0,260
0,328

Teste de Mann-Whitney U. Diferenca estatistica P<0,05. Os dados néo

apresentaram distribuicdo normal e foram descritos em mediana e Q1-Q3.

Concentracado de elementos tragco em relagéo a presenca de restauracoes

Nos pacientes com carie, ndo houve diferenca significativa na concentracéo

de elementos traco entre os pacientes com e sem restauracdo como descrito na

tabela 3.

Tabela 3 — Concentragdo de elementos trago na saliva (mg/L) em criangas com e
sem restauracoes

Com restauracgéo (n=10)

Mediana (Q1 - Q3)

Sem restauracgéo (n=43)

Mediana (Q1 - Q3)

P

Al

Mn
Fe
Cu
Zn

1,150 (0,000 — 4,500)
0,015 (0,009 — 0,020)
0,069 (0,013 — 0,108)
0,000 (0,000 — 0,000)
0,074 (0,065 — 0,087)

0,000 (0,000 — 2,100)
0,015 (0,006 — 0,019)
0,085 (0,033 — 0,257)
0,001 (0,000 — 0,004)
0,076 (0,071 — 0,092)

0,252
0,982
0,301
0,077
0,510

Teste de Mann Whitney U. Diferenca estatistica
apresentaram distribuicdo normal e foram descritos em mediana e Q1- Q3.

Concentracdo de elementos traco em relacéo ao género

Como demonstrado na tabela 4,

significativas na concentragédo dos elementos traco entre meninos e meninas.

nao foram

P<0,05. Os dados nao

identificadas diferencas
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Tabela 4 — Concentragao de elementos trago na saliva (mg/L) em relacdo ao género

Meninos (n=66) Meninas (n=54) P
Mediana (Q1 - Q3) Mediana (Q1 - Q3)
Al 0,000 (0,000 — 2,900) 0,000 (0,000 — 3,600) 0,255
Mn 0,011 (0,003 —0,017) 0,013 (0,008 — 0,019) 0,170
Fe 0,058 (0,024 — 0,136) 0,064 (0,023 —0,182) 0,768
Cu 0,000 (0,000 — 0,003) 0,000 (0,000 — 0,005) 0,232
Zn 0,076 (0,066 — 0,089) 0,077 (0,069 — 0,094) 0,251

Dados expressos em mediana e Q1-Q3, valor de p referente ao teste Mann-Whitney
U. Diferenca estatistica P<0,05.

DISCUSSAO

Na amostra estudada, os resultados obtidos mostram que niveis de Fe e Mn
nas criangas com lesédo de carie foram maiores que no grupo sem lesao de carie,
sugerindo que esses elementos podem estar associados com a carie dentaria. A
faixa etaria escolhida nesse estudo, pré-escolar, é recomendada pela WHO para o
monitoramento da prevaléncia de carie dentaria e dos padrdes de saude bucal. A
opcao por estudar criancas participantes de um programa de saude bucal foi devido
ao melhor controle de fatores relacionados com a doencga, observados nessa
populacdo. Isso favoreceu a exploracao de outras condi¢cdes que possam influenciar
no risco da cérie dentaria como os niveis salivares de elementos traco. Além disso,
nao encontramos estudos dos niveis de elemento traco nesta faixa etaria utilizando
a técnica do TXRF.

O Mn é um micronutriente que esta diretamente relacionado aos estreptococos
bucais e altas concentracbes desse elemento foram relacionadas com o aumento da
prevaléncia de cérie [22]. Arirachakaran et al. [23] pesquisaram in vitro a influéncia
do Mn na expressdo de alguns genes de viruléncia dos S. mutans, mais
especificamente o da GbpC (proteina ligante de glucano C), e verificaram que a
presenca de Mn resulta no aumento da expressao desse gene quando comparado a
sua auséncia, sugerindo um papel cariogénico para esse elemento. Nossos
resultados corroboram com esse estudo, uma vez que os niveis de Mn em criancas
foram maiores no grupo com carie que no grupo sem carie. Outra possivel
explicacdo para o aumento da concentracdo de Mn no grupo com cérie, é a
utiizacdo desse elemento tragco por certas espécies bacterianas como 0s

lactobacilos bucais, que utilizam o Mn para o seu metabolismo como mecanismo
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alternativo de sobrevivéncia em ambientes com privacao de Fe [24], o que explicaria
a concentracdo aumentada em nosso estudo.

NOs verificamos que, semelhante ao Mn, a concentracdo de Fe no grupo de
criancas com cérie foi maior do que no grupo sem carie. O Fe é um elemento traco
essencial para as funcdes metabdlicas bacterianas e pode modular a comunidade
microbiana do hospedeiro pela influéncia em processos como a carie [24]. A
absorcdo de Fe pelas bactérias utiliza preferencialmente ions Fe*? e Fe™ que se
encontram em baixas concentracdes nas superficies mucosas devido a ligacédo
desse mineral as glicoproteinas salivares como a lactoferrina e transferrina ou
intracelularmente associados a compostos heme ou ferretina gerando um
mecanismo eficiente de defesa do hospedeiro contra o crescimento bacteriano. Por
outro lado, os microrganismos desenvolveram mecanismos especializados em
sequestrar o Fe das proteinas do hospedeiro, sintetizando moléculas quelantes de
Fe, chamadas sideroforos [22]. Estes compostos alteram a solubilidade do Fe no
meio extracelular e facilitam sua absorcdo para o interior da bactéria. Esse
mecanismo faz com que as bactérias consigam sobreviver mesmo em condi¢cdes
deficientes de Fe [24].

Neste estudo, ndo houve associagdo do Cu, Zn e Al com a cérie dentaria.
O cobre é um elemento traco amplamente distribuido nos tecidos e esta envolvido
em diversas funcdes bioldgicas, incluindo a participacdo como cofator de algumas
enzimas como a superoxido dismutase e citocromo oxidase [25]. Alguns estudos
com resultados conflitantes avaliaram a concentracdo de Cu [8,9,12,14] em relag&o
a carie dentaria. No presente estudo, verificamos que os niveis de Cu eram similares
entre 0s grupos, o que corrobora com os dados encontrados por Zahir e Sarkar,
2006 [11]. Por outro lado, Watanabe, Hedge e Sekhri e Hussein [12,14,15],
encontraram uma maior concentracdo desse elemento no grupo de criangas com
carie, Watanabe [12] verificaram que os niveis de Cu, aumentavam de acordo com o
namero de dentes cariados. Esses autores sugeriram que esse aumento pode estar
relacionado ao processo de desmineralizacdo. Esse dado concorda com o trabalho
de Harris et al., [26] em que avaliaram a presenca de Cu em dentes com e sem carie
e verificaram maior concentracdo de cobre em dentina cariada, o que explica o fato
desse mineral estar em maior concentracdo na saliva devido a desmineralizacao.
Essa diferenca pode néo ter sido verificada em nosso estudo devido ao numero

reduzido de criangcas com superficies dentarias cavitadas em dentina em nossa
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amostra, quando comparada aos outros estudos, em que para um individuo fazer
parte do grupo cariado precisava apresentar ao menos CPOD > 3 [14, 15].

O zinco é outro elemento traco considerado essencial devido sua contribuigdo
em diversas funcdes bioquimicas importantes no organismo [25]. Foi descrito
previamente na literatura também a importancia desse elemento em processos como
a carie dentaria. Em nosso estudo, ndo encontramos diferencas entre criancas com
e sem carie e 0s niveis de Zn presentes na saliva, 0 que corrobora com o0s
resultados encontrados por Duggal, Zahir e Sarkar [9, 11]. Por outro lado, Hussein e
Hedge et al. [8,14] encontraram maiores niveis desse elemento em individuos com
carie, Hedge et al. [14] sugeriram que esse aumento pode estar relacionado ao
aumento da atividade da superédxido dismutase na saliva, devido a participacdo do
Zn como cofator dessa enzima [27]. Embora os achados de Hedge et al. [14] sejam
importantes, ndo € possivel a comparacdo com nossos resultados, devido a
diferenca entre os individuos estudados. Hedge et al. [14] avaliaram a saliva
estimulada de adultos de 25 a 50 anos, ao contrario do nosso estudo que a saliva foi
obtida sem estimulacdo em criancas de 3 a 6 anos de idade. Hussein et al. [8]
sugerem que os niveis de Zn estdo aumentados na saliva devido ao processo de
desmineralizacdo na presenca de carie, portanto os niveis salivares de Zn
aumentados poderiam estar relacionados a liberagcdo desse elemento presente no
dente para saliva. Mohamed et al. [28] verificaram que dentes permanentes
apresentavam maior concentracao Zn do que dentes deciduos. Em nosso estudo, as
criangas incluidas apresentavam apenas dentes deciduos o que difere de Hussein
[8] onde foram incluidas na amostra criangas de 8 a 12 anos, que ja apresentavam
dentes permanentes, esse pode ser um dos motivos de néo ter sido verificada essa
diferenca em nosso estudo.

Embora o Al ndo seja um elemento traco essencial e esteja presente em
pequenas concentracdes no corpo humano [25] estudos mostraram que sais de Al
podem inibir o crescimento de bactérias orais e reduzir sua capacidade de colonizar
a superficie do esmalte [6]. Tanaka e col. [21] verificaram maior concentracdo de Al
em esmalte e dentina de dentes deciduos sem carie do que dentes com carie ou
restauracdes. Além disso, constataram que ndo houve diminuicdo da concentracédo
de Al com a progressao da lesdo. Portanto, os autores sugeriram um possivel efeito
cariostatico desse elemento. Em nosso estudo, ndo encontramos diferencas nos

niveis de Al na saliva de criangas com e sem carie, 0 que corrobora com os achados
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por Watanabe [13]. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude [25] a
concentracdo de Al no organismo € reduzida o que reflete diretamente na presenca
desse elemento na saliva. Embora a técnica de fluorescéncia de raios X permita a
identificacdo de pequenas concentracdes dos elementos presentes nas amostras, 0s
niveis de Al presentes na saliva da maioria das criancas poderia estar abaixo do
limite minimo de de deteccdo do aparelho, o que também dificultaria a quantificacéo
desse elemento. Além disso, ha uma dificuldade no entendimento do papel do Al na
carie dentaria, devido ao reduzido niumero de trabalhos relacionando a presenca
desse elemento na saliva e sua relacdo com a carie [13].

Em relacdo ao género, este estudo ndo mostrou diferencas nos niveis de
elementos trago presentes na saliva entre meninos e meninos, 0 que corrobora
parcialmente com o estudo de Hussein et al.,, [8] em que verificaram niveis
semelhantes de Cu, Zn, Fe e Mn em criancas de 8 a 12 anos entre 0S Sexos.
Estudos com maior niumero de criancas em idade pré-escolar podem contribuir para
o melhor entendimento dos niveis de elementos trago presentes na saliva, uma vez
que ndo ha estudos que avaliaram a quantificacdo dos elementos traco na
composicao salivar de pré-escolares. Além disso, a avaliacdo da dieta pode ser um
auxiliar para o entendimento da concentracdo e funcdo dos elementos na saliva.

Em conclusdo, embora os elementos Cu, Zn e Al apresentem importantes
fungbes biolégicas na saliva, em nosso estudo nédo verificamos relagdo desses
elementos com a carie dentaria. Por outro lado, houve niveis aumentados dos
elementos Mn e Fe no grupo de criangcas com cérie evidenciando a relacdo desses
elementos com a doenca. Sugerem um possivel envolvimento desses elementos no
metabolismo dos microrganismos envolvidos no processo carioso. Nosso estudo
contribuiu para melhor compreensdo da influéncia dos niveis de elementos traco
salivar no desenvolvimento da céarie dentaria em pré-escolares. Contudo, mais
estudos devem ser realizados, uma vez que o0s elementos trago podem contribuir
para o desenvolvimento de indicadores de risco da doenca carie principalmente na

primeira infancia.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“ESTUDO DOS NiVEIS DE ELEMENTOS TRAGO NA SALIVA E NA DIETA E
A INCIDENCIA DE CARIE DENTARIA EM CRIANGAS”

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “ESTUDO DOS
NIVEIS DE ELEMENTOS TRAGCO NA SALIVA E NA DIETA E A INCIDENCIA
DE CARIE DENTARIA EM CRIANCAS”, a ser realizada na Bebé-Clinica (situada
na rua Benjamin Constant, 800 Centro, telefone 3321-6336). O objetivo da
pesquisa é avaliar a presenca de carie nas criangas de 3 a 5 anos de idade que
estao sendo acompanhadas na Bebé-Clinica, e investigar a associagao da carie
e niveis de elementos trago através do estudo da saliva dessas criangas. A
participacao do seu filho (a) € muito importante e ela se daria da seguinte forma:
primeiramente sera realizada uma analise do prontuario do seu filho (a) desde o
primeiro atendimento na Bebé-Clinica até o presente momento, depois sera feita
uma entrevista sobre a condigéo de saude bucal e habitos alimentares de seu
filho (a), um exame clinico bucal e coleta de uma amostra de saliva. Todos esses
procedimentos sao simples, rapidos e indolores. Informamos que os riscos
durante a coleta da saliva sdo minimos, podendo causar um leve incobmodo, que
eventualmente pode resultar em choro da crianga, neste caso a coleta sera
interrompida e o paciente excluido da amostra. Durante a entrevista, 0s riscos
eventualmente podem estar relacionados ao constrangimento que as perguntas
do questionario possam ocasionar aos pais e cuidadores. Caso ocorra algum
tipo de desconforto o participante sera prontamente atendido e amparado pela
pesquisadora.

Esclarecemos que a participagao da crianca é totalmente voluntaria, podendo o
(a) senhor (a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento,
sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a seu filho (a). Esclarecemos,
também, que as informagdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serao tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de
modo a preservar a identidade da crianga. As amostras de saliva que porventura
restarem apos a analise serao congeladas para utilizagdo em pesquisas futuras.
Informamos que esta pesquisa atende e respeita os direitos previstos no Estatuto
da Crianga e do Adolescente-ECA, lei Federal n° 8069 de 13 de julho de 1990,
sendo eles: a vida, a saude, a alimentagao, a educagao, ao esporte, ao lazer, a
profissionalizagdo, a cultura, a dignidade, ao respeito, a liberdade e a
convivéncia familiar e comunitaria. Garantimos também que sera atendido o
Artigo 18 do ECA: “E dever de todos velar pela dignidade da crianca e do
adolescente, pondo-os a salvo de qualquer tratamento desumano, violento,
aterrorizante, vexatério ou constrangedor”. Esclarecemos ainda, que o (a) seu
filho (a) ndo pagard e nem sera remunerado (a) por sua participagao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa seréo
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ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagao.
Os beneficios esperados sdo o conhecimento da incidéncia de carie na
populacdo estudada e melhor conhecimento de elementos traco que possam
estar ligados a carie. Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores
esclarecimentos podera nos contatar, Prof. Dr. Emerson José Venancio
(emersonjvst@gmail.com) no Laboratério de Imunologia IV (salas 39 e 40)
Departamento de Ciéncias Patolégicas, no Campus Universitario, telefone
(43) 3371- 5766, ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto ao LABESC -
Laboratério Escola, no Campus Universitario, Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445
KM 380 telefone 3371-5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo devera ser
preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente
preenchida, assinada e entregue ao (a) senhor (a).

Londrina, __ de de 2017.

Pesquisador Responsavel: Emerson José Venancio
RG: 4488253-1 SSP-PR

(Nome por extenso da
crianga), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da
pesquisa, concordo que meu filho(a) participe voluntariamente da pesquisa
descrita acima.

Assinatura (ou impressdo dactiloscépica) dos pais ou responsaveis:

R.G:

Data:
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ANEXO 1

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da

Universidade Estadual de Londrina

e s . UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
b LONDRINA - UEL W

~ PARECER CONSUBSTANCIADODOCEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DOS NIVEIS DE ELEMENTOS TRAGO NA SALIVA E NA DIETA E A
INCIDENCIA DE CARIE DENTARIA EM CRIANGAS

Pesquisador: Ana Claudia Poletto

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 59861216.2.0000.5231

Instituicdo Proponente: CCS - COU - Programa de Pés-Graduacio em Odontologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.748.208

Apresentagiio do Projeto:

Q presente projeto visa buscar maiores informages sobre a relagio entre estes elementos e a incidéncia de
carie utilizando a saliva de criangas de 3 a 5 anos atendidas na Bebé-Clinica da Universdade Estadual de
Londrina, Participardo da pesquisa 300 criangas, serdo coletadas dados das fichas de prontudrios, saliva e
aphcado questiondrio sobre dados socio-econdmicos e habitos alimentares e de higiene bucal.

Objetivo da Pesquisa:

Geral:

Avaliar a relag3o dos niveis de elementos trago salivar e a Incidéncia de carie dentédria em criangas.
Especificos:

Realizar uma revisdo sistematica sobre a rela¢ao dos niveis de elementos traco e a incidéncia de carie
dentaria em criancas,

Caracterizar a populagdo estudada com relagéio aos dominios traumatismo dentério, saGde bucal,

compartamento e histérico médico;

Determinar a prevaléncia de cane na populaco estudada,

Investigar a relagio dos fatores ambientais @ socioecondmicos relacionados a experiéncia de cane;
Determinar 0s niveis de elementos trago presentes na saliva;

Endorego: LABESC - Sala 14

Bakro: Campus Universtirky CEP: 86.087-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Tolefono: (43)3371.5455 E-maik  coplE8@uel be

Aot 01 i 04

48



ot s 1:00e UNIVERSIDADE ESTADUAL DEW
R LONDRINA - UEL

Contruacho %0 Parocer: 1,748,208

Avaliar os nive's de elementos traco prasentes na dieta consumida pelas cnangas;
Investigar a influéncia da diota ¢ a incikioncia de cirle;

Avaliar a relagio entre os niveis de elementos trago presentes na saliva e a Incidéncia de cane;

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Quanto os riscos a pesquisadora relata que s minimos € que a coleta de saliva pode causar um leve
incbmodo, que eventualmente pode resullar em choro da crianga, neste

caso a coleta serd interrompida e o paciente excluido da amostra. Durante a entrevisia, 0s riscos
eventualmente podem estar relacionados ao censtrangimento que as perguntas do questionario possam
ocastonar ao pais ¢ cuidadores. Caso ocorra algum tipo de desconfortd o participante seré prontamente
atendido @ amparaco pela pesquisadora,

Quanto acs beneficios: ldentificar se ha relacdo entre a incidéncia de cane e 0s nivels de elementos trago
presentes na saliva @ na dieta de criangas. Além de contribuir para conhecimente sobre a relagio dos
elementos trago e carie dentaria, uma vez gue estabelecida essa relacao, os resultados obtidos poderao ser
utiizados para a definigdo de novas estratégias para prevencdo ou tratamento da carie. Estabelecer a
relagiio dos fetores ambilentals e socioecondmicos relacionados a experiéncia de cdrio e investigar a
influéncia da dieta e a incidéncia de carie.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & relavante visto que a care & uma doenga multifatorial e existe na literatura controvérsia quanto
a relacao entre 0s nivels de elementos trage salivares e carie dentaria.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Apreseanta folha de rosto preenchida e assinada adequadamente. Apresenta aulorizagdo da Bebe-Clinica
para pesquisa, termo de sgilo e confidencialidade assinado, terme de amazenamento de material biologico
assinado, TCLE adequado e de acordo com a resolugio, Instrumentos para coleta de dados. A data prevista
para coleta de dados & 07/11, apresentagdo orgcamento de RS 5.000,00 que serd custeado pela propria
pesquisadora.

Conclusdes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagoes:

Recomenda-se aprovacio.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (3},

Enderogo: LASESC . Sala 14

Balrro:  Campes Universitazio CEP: 85 .057.570
UF: PR Menicipio:  LONDRINA
Tolefone: (43)3371.5455 E-mail: cep268@uet br

Pages 02 de 04
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CoranuscBo do Parecer 1.748.208

Este é seu parecer final de aprovagdo. vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, £ sua responsabilidade imprimi-lo para apresentacao aos
Grglos elou instituighes pertinentes,

Coordenagao CEP/UEL.
Este parecer fol elaberado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagboes Basicas PS_lNFORMAC&S_BASICAS_DO_P 13/09/12016 Acelto
doProjeto _____|ROJETO 782605 pdf 13:44:23 _

TCLE/ Termwos de | TCLE pdf 13/09/2016 |Ana Claudia Poletto Aceito

Assentimento / 13.42:18

Justificativa de

| Auséncia

Qutros termo_de_confidenciatidade pdf 13'09/2016 |Ana Claudia Poletto | Aceito
- 13:37:30

Progeto Detalhade / | PDF .doc 31/08/2016 |Ana Claudia Poletto Aceito

Brochura 14:04:38

Investigador

Folha de Roslo Folha_roste. pdf 31/08/2016 |Ana Claudia Poletto | Aceito

L 13:52:02

Declaragho de material_biologico.pdl 30/08/2016 [Ana Claudia Poletto | Aceito

Manuseio Materal 08:47:51

Bioksgico /

Biorepositério /

Biochanco cor

Declaragao de institucao_cooparticipante. pdf 30'08/2016 |Ana Claudia Poletto | Aceito

instituigdo e 03:47:14

Infraestruturg

Cronograma Croncgrama.docx 30/08/2016 |Ana Claudia Poletto | Aceito

08:41:06

Situagiio do Parecor:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Endere¢o: LABESC - Sala 14

Bairre: Campus Universitario CEP! 86.057.970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Tokelone: (43)3371.5458 Emall: cop2&2@un! or

Phgee ) de 04



ANEXO 2

Entrevista

Universidade
Estadual de Londrina

1) Formulario N.: 2) Data: / /

| - DADOS PESSOAIS

3) Nome completo:

4) Data de nascimento: 5) Idade: meses
6) Altura: 7) Peso:

8) IMC:

9)Género: ( )M ( )F
10) Enderego:

11) Cidade:

12) Telefone fixo:

13) Celular:

14) Telefone de um parente para contato:

15) Nome da mée:

16)ldade: __ anos

17) Escolaridade da mée:

1-( )1°grau completo  2-( ) 1° grau incompleto 3-( ) 2° grau completo
4-( )2°grau incompleto 5-( ) 3° grau ( completo ou cursando)

19) Nome do pai:

20) Idade: anos
21) Escolaridade do pai:
1-( )1°grau completo  2-( ) 1° grau incompleto 3-( ) 2°grau completo

4-( )2°grau incompleto 5-( ) 3° grau ( completo ou cursando)

23) Moradia: 1-( ) prépria 2-( ) propria em aquisicdo  3-( ) alugada
4-( ) cedida 5-( )outros
24) Quantas pessoas residem na casa?

25) Quantas pessoas tem algum tipo de renda (trabalho remunerado,
aposentadoria). Listar os moradores e a renda mensal de cada um

pensao,

Morador Renda
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27) Qual a cor de sua pele ou raga da crianga?

1-( )branca 2-( )preta 3-( )amarela 4-( )parda 5-( )indigena 6-( )ignorado

28) Classificagdo econémica (ABEP)

Quantidade de itens
0 1 2 3 4ou+
Televisdo em cores 0 1 2 3 4
Radio 0 1 2 3 4
Banheiro 0 4 5 6 7
Automével 0 4 7 9 9
Empregada mensalista 0 3 4 4 4
Maquina de lavar 0 3 2 2 2
Video cassete ou DVD 0 3 2 2 2
Geladeira 0 4 4 4 4
e eperee s BENENERE

Il- SAUDE GERAL

30) A saude de seu filho (a) é:

1-( )excelente 2-( )muitoboa 3-( )boa 4-( )razoavel 5-( )ruim

31) Seu filho(a) teve problemas de salde nos Gltimos seis meses?
1-( )sim 2-( )nao

32) Se sim, qual o tipo de problema?

33) Seu filho(a) esta tomando algum medicamento?

1-( )sim 2-( ) nao
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42) Nos ultimos meses seu filho (a) tiveram dor de dente ou na gengiva?

1-( )nenhumador 2-( )poucador 3-( )médiador 4-( )muitador

43) Quantas vezes ao dia seu filho (a) escova os dentes?

1-«( Juma 2-( )duas 3-( )trés 4-( )quatro 5-( )cinco 6-( )malis de cinco

44) Vocé costuma passar fio dental nos dentes do seu filho (a)?

1-( ) sim 2-( )ndo
45) Quando usa?
1-( Jumavezaodia 2-( )duasvezesaodia 3-( )quando selembra

4-( ) quando percebe restos alimentares

46) Seu filho (a) teve algum trauma nos dentes deciduos?

1-( ) sim 2-( )nao

47) Qual a dimenséao do trauma? Especificar

48) Seu filho frequenta creche/escola? ( ) SIM

( YNAO

49) Nome da creche/ escola?

50) Periodo: 1-( )Matutino 2-( ) Vespertino 3-( ) Integral

51) Desde qual idade?
52) Seu filho frequenta mais de uma escola? ( ) SIM
( YNAO

53) Periodo: 1-( )Matutino 2-( ) Vespertino 3-( ) Integral




Paciente:

ANEXO 3

Ficha Clinica

Examinador: Data: /.
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. -
Cena"

1° Digito Cédigo ICDAS

Sem restauragdo

Selante parcial

Selante total

Restauragdo estética (Resina, ART)
Amilgama

Coroa de ago

Coroa de ouro, ceramica
Restauragdo ausente ou fraturada
Restauragdo provisoria

XNV HWNEO

97. Ausente por cérie
98. Ausente por outras razdes
99. N&o —irrompido

CARIE ATIVA +
CARIE INATIVA -

2°Digito Cédigo ICDAS

o

Higido

Alteragdo restrita a fissura ou vista apenas apds secagem
Alteragdo mais larga que a fissura ou vista com dente molhado
Cavidade localizada e restrita ao esmalte

Sombra sugestiva de lesdo em dentina

Cavidade nitida em dentina (menos de 50% da face envolvida)
Cavidade extensa em dentina (mais de 50% da face envolvida)

Sem alteragdo/ defeito marginal < 0,5mm/ margem pigmentada
Opacidade de carie com dente seco

Opacidade de carie com dente molhado

Opacidade de carie com dente molhado + defeitos < 0,5mm
Opacidade de carie com dente molhado + sombra na dentina
Cavidade na dentina com defeito marginal > 0,5mm

Dentina visivel nas paredes e bases da cavidade



ANEXO 4

Normas para publicagéo na revista Journal of Trace Elements in Medicine and Biology

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

The Journal of Trace Elements in Medicine and Biology will publish original papers, reviews,
clinical notes, technical notes and short communications concerning trace elements in medicine
and biology, including analytical methods, biochemistry, pathobiochemistry of metabolic processes,
molecular biolegy, nutrition, toxicology, environmental toxicology, epidemiology, clinical applications
in diagnosis, therapy, food chain and veterinary medicine. Manuscripts will be accepted in English only.

Page charges
This journal has no page charges.

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address
* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

» All figures (include relevant captions)

s All tables (including titles, description, footnotes)

= Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
« Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

= A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests to
declare

* Journal policies detailed in this guide have been reviewed

» Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described has
been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration
of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Requirements for manuscripts submitted to
Biomedical journals. Authors should include a statement in the manuscript that informed consent
was obtained for experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must
always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed.

AUTHOR INFORMATION PACK 9 Dec 2017 www.elsevier.com/locate/jtemb 4
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All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any interests in two places: 1. A
summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the manuscript file
(if single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations of interest:
none'. This summary statement will be ultimately published if the article is accepted. 2. Detailed
disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official
records. It is important for potential interests to be declared in both places and that the information
matches. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' section of our ethics policy for more
information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its publication is
approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was
carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or
in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To
verify originality, your article may be checked by the originality detection service CrossCheck.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

This journal offers authors a choice in publishing their research: open access and subscription.

For subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be
sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.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 preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For open access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License
Agreement' (for more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted
reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on
author rights for:
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Subscription articles please see
http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.
Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. 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 preprinted forms for
use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access articles
is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the Open
Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

» Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

= No open access publication fee payable by authors.

Open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

* An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder
or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons
user licenses:

AUTHOR INFORMATION PACK 9 Dec 2017 www.elsevier.com/locate/jtemb 6

57



Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 1800, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of
green open access options available. We recommend authors see our green open access page for
further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has been
accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription
articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers
before an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from
the date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find cut more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which
should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must be obtained
where an author wishes to include case details or other personal information or images of patients
and any other individuals in an Elsevier publication. Written consents 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 more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or
Personal Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission from the
patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in any
part of the article and in any supplementary materials (including all illustrations and videos) must
be removed before submission.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

In exceptions, manuscripts can also be sent electronically to the Editorial Assistant:

Christine Weidl

E-mail: jtemb@redaktionsbuero-weidl.de

Manuscripts should be submitted with an accompanying covering letter with permission to use
illustrations that may identify human subjects and to use previously published illustrations. “Original
Papers” should not exceed 20 double spaced typewritten pages. Maximum length of “Short
Communications” is 6 typewritten pages including tables and figures.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/jtemb.
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PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, 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 avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Title page

The first page should contain: a concise title; the complete name(s) of the author(s); the name
of the laboratory where the work was carried out; the postal address and e-mail-address to which
correspondence (including proofs) should be sent; the full postal adress(es) of (all) the author(s) in
the language of the country of origin (in Latin transliteration); a short title (maximum 70 letters incl.
spaces); a dedication (if any). e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-
retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

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

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Subdivision - unnumbered sections

Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line. Subsections should be used as much as possible when cross-
referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply 'the text'.

Introduction

This should define the problem and, if possible, the frame of existing knowledge. Please ensure that
people not working in your particular field will be able to understand the intention. The word length
of the introduction should be 150 to 300 words.

Material and methods

Please be as precise as possible to enable other scientists to repeat your work. It is necessary to send
a description of the applied methodology of the analysis of Trace Elements, in particular, the results
of the accuracy checks must be provided

Results
Only material pertinent to the subject must be included. Data must not be repeated in fi gures and
tables.
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Discussion and Conclusion

This part should interpret the results in view of the problem outlined in the introduction and of related
observations by yourself or others. Implications for further studies or application may be discussed.
A conclusion should be added if results and discussion are combined.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be aveided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights
are optional and should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters,
including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on our information site.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, avoiding general and plural
terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

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

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a 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 title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
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This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

The journal will follow the nomenclature rules of IUPAC and of the IUPAB-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature, the recommendations of this commission for abbreviations and symbols,
and the recommendations of the International Federation of Clinical Chemistry.

Abbreviations not recommended by IUPAC, IUB and IFCC commissions should be kept to a minimum
and should be listed on a separate page.

SI units should be used except in a few cases where non-SI units are more common, e.g. liter for
volume (see the following table):

jtemb-symbols.gifSelected symbols for quantities and units

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly.
For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

« Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

» Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

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, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

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

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

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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The maximum type area is 17.7 cm width and 21.6 cm height. Figures should be designed to fi t
either one-column size (8.4 cm) or two-columns size (17.7 cm) in width.

Figures must be ready for reproduction with clear lettering in suitable size. In addition to the printed
version figures can be supplied in digital format (EPS or TIFF format, final resolution 300 dpi for
halftones. 1270 dpi for black/white line drawings). For other formats (BMP, CDR, AI, FH, PDF, PS,
PICT) all imported figures and type fonts need to be supplied as accompanying data.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
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. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but
concerned about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables
and graphs. Image 'polishing’ is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a 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 illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables must be preceded by a concise and self-explanatory heading. Number tables consecutively
in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the table body and
indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation
details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed never to change,
SO you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI
for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M.
(2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal
of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.
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Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference soc we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-trace-elements-in-medicine-and-biology
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ....'

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

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] 1. van der Geer, J.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a 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 labeled so that they directly
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relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
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Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Availability of accepted article

This journal makes articles available online as soon as possible after acceptance. This concerns the
accepted article (both in HTML and PDF format), which has not yet been copyedited, typeset or
proofread. A Digital Object Identifier (DOI) is allocated, thereby making it fully citable and searchable
by title, author name(s) and the full text. The article's PDF also carries a disclaimer stating that it is
an unedited article. Subsequent production stages will simply replace this version.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
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