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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) representa mais de 90% de todas as malignidades orais ¢
orofaringeas. Implicados nesse processo, existem os fatores extrinsecos, como o consumo de
tabaco fumado e¢ mascado, o consumo de bebidas alcodlicas, infeccdo por papilomavirus
humano e os estimulos quimico-fisicos; e existem os fatores intrinsecos, como as deficiéncias
nutricionais e condigdes genéticas. Tendo em vista a relacdo do alcool ingerido como promotor
da carcinogénese oral, o efeito do uso topico a longo prazo de substancias contendo alcool ¢
debatido na literatura e a possivel associacdo do uso dos enxaguantes bucais ao cancer oral ¢
fundamentada no fato desses produtos serem de venda livre com algumas composigdes
possuindo alto teor alcodlico. Entretanto, as meta-analises publicadas sobre esse assunto, na
medida que se basearam apenas na plausibilidade bioldgica do efeito citotoxico do conteudo
alcodlico dos enxaguantes, ndo foram capazes de estimar uma medida ponderada
estatisticamente significativa. Aliado a isto, at¢ o momento, nenhum estudo parece ter
examinado o efeito de enxaguatorios bucais nao alcodlicos, o que sugere a possibilidade de que
outros componentes das formulagdes também contribuam para o risco, alterando a diversidade
de bactérias orais e causando danos celulares. Isto posto, este trabalho foi proposto com a
finalidade de atualizar as meta-andlises publicadas, estimando uma medida de efeito agrupada
dos estudos observacionais que apresentam o desfecho de cancer oral. Esta revisdo sistematica
¢ meta-analise foi relatada de acordo com as recomendacdes PRISMA ¢ teve seu protocolo
registrado no site do PROSPERO com o nimero identificador CRD42020143307. A estratégia
de busca utilizada foi com o acronimo PECO. Na busca bibliografica, foram identificados 5.696
registros em bases indexadas e literatura cinzenta, sem restri¢do de tempo e idioma. Apos a
exclusdo das duplicatas, foram lidos 4.711 titulos e resumos. Destes, 22 estudos foram
selecionados para leitura do texto na integra e 10 incluidos em nossa revisdo juntamente com
01 artigo identificado na busca das listas de referéncia. A avaliacdo do risco de viés dos estudos
incluidos na revisao foi feita de forma independente, por duas revisoras, pela escala Newcastle
— Ottawa (NOS) para estudos tipo caso-controle e obteve-se 05 dos 11 estudos como de baixo
risco de viés e 06 com moderado risco de viés. Para a meta-analise, foram selecionados 09
estudos casos-controles, que passaram pela avaliacio da qualidade da evidéncia pela
GRADEpro GDT Guideline Development Tool, constatando-se ser de muito baixa qualidade.
Na andlise agrupada, 10 medidas dos 09 estudos foram sumarizadas utilizando o modelo de
efeitos randomicos, por meio do método DerSimonian-Laird. Como resultado, obtivemos uma
associacao entre o uso de enxaguantes bucais e o cancer oral (OR=1.46; IC95%: 1.12-1.91). Ao
estratificar pela frequéncia de uso, a associacdo ndo se manteve entre 0s que usavam menos que
uma vez ao dia (OR=0.91; 1C95%: 0.61-1.36), mas permaneceu significante na categoria de
uma ou mais vezes ao dia (OR=1.74; 1C95%: 1.25-2.43), sugerindo uma possivel dose-resposta.
Nao foi possivel realizar uma andlise de subgrupo de acordo com o contetido alcodlico dos
enxaguatorios, a fim de que pudéssemos avaliar se as substancias presentes em suas
formulacdes sdo importantes para o cancer oral de forma independente ao alcool. A meta-
regressao foi realizada e a proporc¢ao de casos e controles contribuiu em 33% na explicacdo da
heterogeneidade. O viés de publicacado foi analisado pelo teste de regressao de Egger e mostrou-
se estatisticamente significativo (p = 0.081). A presente revisdo sistematica e meta-andlise
demonstra que o uso frequente de enxaguantes bucais foi associado a uma chance 46% maior
de cancer oral quando comparado ao ndo uso e sugerimos que essa relacao poderia ser explicada
nao apenas pelo conteudo alcodlico, mas também pela contribuicdo dos compostos
antibacterianos, o que fortalece a necessidade de que novos estudos com esses dados possam
esclarecer apropriadamente a associagdo entre essa exposi¢ao ¢ esse desfecho.

Palavras-chaves: Neoplasias bucais; Fatores de risco; Meta-andlise



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) represents more than 90% of all oral and oropharyngeal
malignancies. Involved in this process, there are extrinsic factors, such as the consumption of
smoked and chewed tobacco, the consumption of alcoholic beverages, human papillomavirus
infection and chemical-physical stimuli; and there are intrinsic factors, such as nutritional
deficiencies and genetic conditions. In view of the relationship of alcohol ingested as a promoter
of oral carcinogenesis, the effect of long-term topical use of substances containing alcohol is
debated in the literature and the possible association of the use of mouthwashes with oral cancer
is based on the fact that these products are of free sale with some compositions having high
alcohol content. However, the published meta-analyzes on this subject, to the extent that they
were based only on the biological plausibility of the cytotoxic effect of the alcohol content of
the rinses, were unable to estimate a statistically significant weighted measure. Allied to this,
until now, no study seems to have examined the effect of non-alcoholic mouthwashes, which
suggests the possibility that other components of the formulations also contribute to the risk,
altering the diversity of oral bacteria and causing cellular damage. That said, this work was
proposed in order to update the published meta-analyzes, estimating a measure of the combined
effect of the observational studies that present the outcome of oral cancer. This systematic
review and meta-analysis was reported according to the recommendations of the PRISMA
checklist and had its protocol registered on the PROSPERO website under the identifier number
CRDA42020143307. The search strategy used was with the acronym PECO. In the bibliographic
search, 5.696 records were identified in indexed databases and gray literature, without
restriction of time and language. After excluding duplicates, 4.711 titles and abstracts were
read. Of these, 22 studies were selected to read the full text and 10 included in our review
together with 01 article identified in the search for reference lists. The assessment of the risk of
bias in the studies included in the review was carried out independently, by two reviewers, using
the Newcastle - Ottawa scale (NOS) for case-control studies, and 05 out of 11 studies were
found to have a low risk of bias and 06 with moderate risk of bias. For the meta-analysis, 09
case-control studies were selected, which went through the evaluation of the quality of the
evidence by GRADEpro GDT Guideline Development Tool, proving to be of very low quality.
In the grouped analysis, 10 measurements from the 09 studies were summarized using the
random effects model, using the DerSimonian-Laird method. As a result, we obtained an
association between the use of mouthwashes and oral cancer (OR = 1.46; 95% CI: 1.12-1.91).
When stratifying by frequency of use, the association was not maintained among those who
used it less than once a day (OR = 0.91; 95% CI: 0.61-1.36), but remained significant in the
category of one or more times a day (OR = 1.74; 95% CI: 1.25-2.43), suggesting a possible
dose-response. It was not possible to carry out a subgroup analysis according to the alcohol
content of the mouthwashes, so that we could assess whether the substances present in their
formulations are important for oral cancer independently of alcohol. Meta-regression was
performed and the proportion of cases and controls contributed 33% to the explanation of
heterogeneity. Publication bias was analyzed using the Egger regression test and was found to
be statistically significant (p = 0.081). The present systematic review and meta-analysis
demonstrates that the frequent use of mouthwashes was associated with a 46% higher chance
of oral cancer when compared to non-use and we suggest that this relationship could be
explained not only by the alcohol content, but also by the contribution antibacterial compounds,
which reinforces the need for further studies with these data to properly clarify the association
between this exposure and this outcome.

Keywords: Mouth neoplasms; Risk factors; Meta-analysis
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1. INTRODUCAO

Anatomicamente, a cavidade oral e a orofaringe sdo regides separadas que se limitam,
mas nao se sobrepdoem (CHI; DAY; NEVILLE, 2015). Os subsitios anatomicos da cavidade
oral consistem na mucosa labial, mucosa bucal, assoalho da boca, crista alveolar, gengiva, dois
tercos anteriores da lingua (anterior as papilas circunvaladas), palato duro e trigono retromolar,
enquanto que a orofaringe consiste no palato mole, base (ou ter¢o posterior) da lingua,
amigdalas palatinas, pregas palatoglossais, valéculas e parede posterior da faringe (CHI; DAY;

NEVILLE, 2015).

O revestimento da cavidade oral, faringe, laringe e esd6fago € principalmente formado
por epitélio escamoso constituido de queratinocitos. Os tecidos moles da cavidade oral e do
esofago sdo cobertos por um epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado, enquanto as
regides associadas a mastigagdo (ou seja, a gengiva e o palato duro) sdo cobertas por um epitélio

queratinizado semelhante ao da epiderme da pele (SQUIER; KREMER, 2001).

O cancer oral ¢ uma doenca multifatorial (CHATTOPADHYAY; VERMA; PANDA,
2019). Esta neoplasia exibe uma carcinogénese classica em multiplos passos, na qual as células
sofrem aquisi¢do acumulada de sinalizagdo oncogénica e desvio dos mecanismos
homeostaticos, podendo surgir por meio de um processo de transicdo do epitélio normal ao

displasico através de disturbios precursores potencialmente malignos para o carcinoma

(LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011).

O Carcinoma Espinocelular (CEC) ou Carcinoma de Células Escamosas Orais
representa mais de 90% de todas as malignidades orais e orofaringeas (CHATTOPADHYAY;
VERMA; PANDA, 2019; CHI; DAY; NEVILLE, 2015), sendo mais comum em homens e
geralmente ocorrendo ap6s a quinta década de vida (MONTERO; PATEL, 2015). Estes tumores
apresentam uma alta taxa de recorréncia, sofrem metastase linfonodal e a despeito do avanco
no tratamento do cancer, possuem um progndstico ruim, com taxas de sobrevida em cinco anos

menores que 50% (CHATTOPADHYAY; VERMA; PANDA, 2019).

A etiologia do CEC resulta de influéncias multifatoriais por periodos prolongados,
especialmente pelo consumo excessivo de tabaco e betel, além da ingestdo de bebidas
alcodlicas, pois atuam como carcindgenos externos nas regioes orais suscetiveis, como lingua,
mucosa bucal e assoalho da boca (CHOI; THOMSON, 2019). O Human Papillomavirus (HPV)

(TIMBANG et al., 2019) e outros fatores podem ser igualmente relevantes, tais como dieta,
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nutri¢do, status socioeconémico (CHOI; THOMSON, 2019) e a exposi¢do persistente a fatores

citotoxicos patolégicos ou ambientais (CALDERON-MONTANO et al., 2018).

O élcool se constitui em um componente significativo de varios enxaguantes bucais
comercialmente disponiveis (FOX et al., 2018) utilizados como parte de uma rotina diaria
(CARLIN et al., 2012) e adjuvantes da higiene oral mecéanica (PAN et al., 2010). Dentro do
enxaguatorio, o etanol ¢ usado principalmente como solvente para outros ingredientes
(MCCULLOUGH; FARAH, 2008), além de ter um efeito conservante e ajudar a dissolver os
6leos essenciais, disponibilizando-os na matriz do biofilme. As principais marcas de
enxaguantes bucais também oferecem variantes do etanol e contém outros agentes
solubilizantes e conservantes que desempenham um papel similar ao do alcool (CALDERON-

MONTANO et al., 2018).

As moléculas mais comuns contidas nos enxaguantes sdo: clorexidina, 6leos essenciais,
cloreto de cetilpiridinio, triclosan, octeneidina, delmopinol, polivinilpirrolidona, &cido
hialurénico e compostos naturais (TARTAGLIA et al., 2017). O veiculo mais comumente
utilizado ¢ a 4gua e os principios ativos s3o numerosos, principalmente antissépticos,
antibidticos, antifingicos, adstringentes e anti-inflamatérios (PELAEZ et al., 2004). Os
enxaguantes bucais de 6leos essenciais geralmente contém as maiores concentragdes de etanol
(acima de 20%), ndo obstante a presen¢a desta substancia ser irritante, especialmente para a
mucosa sensivel ou inflamada (BAHNA et al., 2007) e ndo ser necessaria para prevenir e reduzir

a gengivite e o biofilme (CALDERON-MONTANO et al., 2018).

A investigacdo sobre a seguranca no uso dessas substincias iniciou-se em uma
publicagdo de uma série de casos em 1979, em que onze pacientes de um total de duzentos com
diagnostico de CEC de cabega e pescoco ndo possuiam historico de etilismo ou tabagismo, mas
relataram uso de enxaguatorios bucais. Destes, dez pacientes relataram uso de produtos com
teor alcoolico acima de 20%, varias vezes ao dia, por um periodo acima de vinte anos.

(WEAVER; FLEMING; SMITH, 1979).

Uma das plausibilidades bioldgicas para o efeito citotoxico dos enxaguantes bucais foi
proposta por Lachenmeier et al. (2009) a partir da ocorréncia da oxidagao do etanol para o seu
metabolito mutagénico acetaldeido dentro da cavidade oral. Este ja era um dos mecanismos
mais comumente referidos (ELIOT et al., 2013; SEITZ et al., 2001; SQUIER; COX; HALL,
1986). Contudo, anos depois, Calderon-Montafio et al. (2018) discordaram desta hipotese,

relatando que a maior parte do acetaldeido derivado do consumo de alcool ¢ produzido no
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figado, depois distribuido por todo o corpo e que o alcool dos enxaguatérios ndo chega ao
figado, a menos que seja ingerido, embora haja também, por outro lado, a possibilidade de haver
um metabolismo extra-hepatico do etanol ocorrendo nos tecidos orais (POGGI et al., 2003;
LIEBER, 1988). Assim, outro mecanismo proposto para a carcinogénese ¢ através da indugao
de um efeito citotdxico acentuado nos queratinocitos epiteliais humanos da mucosa oral
(CALDERON-MONTANO et al., 2018), da mesma maneira como acontece com o alcool

ingerido na forma de bebidas alcodlicas.

A citotoxicidade da-se quando o etanol nas células que revestem a cavidade oral,
faringe, laringe e esofago forga as células-tronco localizadas em camadas mais profundas a se
dividirem com mais frequéncia do que o normal para substituir o epitélio danificado. O actiimulo
de divisodes celulares em células-tronco promovido pelo consumo regular de alcool leva a uma
variedade de erros relacionados ao cancer (por exemplo, mutagdes que surgem durante a
replicagdo do DNA) que aumentam o risco de transformagio maligna (GUILLEN-MANCINA;
CALDERON-MONTANO; LOPEZ-LAZARO, 2018).

Os resultados de um ensaio clinico randomizado de Zamora-Perez et al. (2013) exibiram
alteragdes diretamente relacionadas com danos ao DNA e efeitos carcinogénicos através dos
aumentos na frequéncia de microntcleos e nas anormalidades nucleares em células bucais
esfoliadas de voluntarios, apds o uso duas vezes ao dia, durante um més, de enxaguatorio
contendo 26% de contetido alcodlico. Da mesma forma, Carlin et al. (2012) publicaram um
estudo com o objetivo de comparar danos no DNA e morte celular em células expostas a varios
enxaguantes bucais comercialmente disponiveis e os resultados sugeriram que Periogard® (sem
percentual alcoolico informado) e Plax Whitening® (17,6% de alcool) foram capazes de induzir

danos genéticos in vivo ¢ in vitro.

Em um estudo in vitro, Fox et al. (2018) avaliaram duas marcas de bochechos
comercialmente disponiveis. Para cada marca havia uma versdao com contetido alcoolico (96
mg/mL e 213.03mg/mL) e uma versao sem alcool que foram testados em duas linhagens
celulares: uma com queratindcitos humanos orais com displasia leve e outra com queratindcitos
humanos normais. Em conclusdo, os autores afirmaram que os enxaguantes bucais contendo
alcool foram genotoxicos in vitro a queratindcitos orais normais e aos displasicos, induzindo
mudangas generalizadas na expressao génica. As células displasicas foram mais suscetiveis aos
efeitos transcriptomicos das substancias alcodlicas e, de acordo com os autores, esses efeitos
possuem potencial de preocupacdo, uma vez que a exposi¢do continuada ao etanol pode agir

para facilitar a progressao para malignidade.
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Uma compilacao de doze estudos do tipo caso-controle com amostra de 8.981 casos e
10.090 controles provenientes dos dados do International Head and Neck Cancer Epidemiology
Consortium (INHANCE) foi publicada por Boffetta et al. (2016). Os resultados exibiram que o
uso prolongado de enxaguatdrios bucais por um tempo acima de trinta e seis anos resultou em
aumento significativo no risco de cancer de cabeca e pescoco (cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe e laringe) (OR=1.15; 1C95%: 1.01-1.30) e um maior risco também foi relacionado
auma maior frequéncia de uso (acima de uma vez ao dia) (OR=1.31; IC 95%: 1.09—-1.58). Além
disso, a combina¢do de uso regular (mais do que duas vezes ao dia), longo prazo (acima de
trinta e cinco anos) e cancer de cabega e pescogo foi ainda maior (OR=1.75; IC95%: 1.25-2.48).
Esta publicagdo, assim como os autores bem citaram, apresenta limitacdes de carater
metodoldgico sujeito a vieses em virtude de tratar-se de casos-controles com dados
autorrelatados ao longo da vida e, em acréscimo, todos os estudos apresentam limitada

capacidade de mensuracao do uso dos enxaguatorios e do teor alcodlico deles.

Com o objetivo de sumarizar as evidéncias existentes e investigar se ha dose-resposta
envolvida nessa exposigdo, revisdes sistematicas foram publicadas (USTRELL-BORRAS;
TRABOULSI-GARET; GAY-ESCODA, 2020; ACEVES ARGEMI et al., 2020; GANDINI et
al., 2012). Ustrel-Borras; Traboulsi-Garet; Gay-Escoda (2020) realizaram uma revisao
sistematica e a despeito de ndo terem realizado analise quantitativa dos dados, os autores
concluiram que ainda nao ha evidéncias suficientes de o uso de enxaguatorio a base de alcool

ser um fator de risco independente para cancer oral ou de orofaringe.

Aceves Argemi et al. (2020) publicaram uma revisdo com inclusdo de quatorze artigos
¢ meta-analise de nove, no periodo de 1979 a 2018, separando as andlises por estudos que
consideraram o uso dos enxaguatorios alcodlicos (OR=1.48; 1C95%: 0.85-2.56), ¢ os que ndo
consideraram (OR=1.06; 1C95%: 0.95-1.17), ndo obtendo associagdes estatisticamente
significativas em ambos os casos, além de ndo terem avaliado a possibilidade de dose-resposta.
Gandini et al. (2012) incluiram doze artigos em sua revisdo € nove em sua meta-analise,
publicados no periodo de 1983 a 2010 e demonstraram que tanto a analise agrupada para a
exposi¢do ao uso regular de enxaguantes bucais e o desfecho de cancer oral (OR=1.13; IC95%:
0.95-1.35), assim como a frequéncia de uso uma vez ao dia (OR=1.19; IC95%: 0.95-1.5), duas
vezes ao dia (OR=1.42; 1C95%: 0.91-2.24) e trés vezes ao dia (OR=1.7; IC95%: 0.86-3.35)
ndo exibiram associacdes estatisticamente significativas, além dos autores ndo terem

conseguido fazer uma analise de subgrupo com o teor alcodlico dos enxaguatorios.
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Ambas as meta-analises publicadas incluiram desfechos diferentes de cancer oral e
basearam-se apenas na plausibilidade bioldgica do efeito citotdxico do contetido alcodlico dos
enxaguantes, todavia, até o momento, nenhum estudo parece ter examinado o efeito de
enxaguatorios bucais ndo alcodlicos associados ao cancer ¢ ¢ possivel que ingredientes
antibacterianos ativos, em vez do etanol, contribuam para o risco, alterando a diversidade de
bactérias orais (ELIOT et al., 2013) e causando danos celulares (MULLER et al., 2017), como
os compostos fenolicos (VLACHOJANNIS et al., 2016), triclosan (SANGROULA et al., 2020;
RUSZKIEWICZ et al., 2017), cloreto de cetilpiridinio (FROMM-DORNIEDEN et al., 2015) e
clorexidina (PUCHER; DANIEL, 1992; KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015; COELHO
et al., 2020).

Isto posto, a fim de atualizar as meta-analises publicadas com estimac¢do de uma medida
de efeito agrupada dos estudos observacionais que apresentam o desfecho de cancer oral, nos

propomos a realizar este trabalho.
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RESUMO

Esta revisdo sistematica e meta-analise estima uma medida de efeito agrupada dos estudos
observacionais que apresentam como exposi¢do o uso de enxaguantes bucais e o desfecho de
cancer oral. As recomendagdes PRISMA foram seguidas e o protocolo foi registrado no
PROSPERO (CRD42020143307). A busca bibliografica ocorreu de junho/2019 a agosto/2020,
sem restrigdo de tempo e idioma. As bases indexadas utilizadas foram PubMed/Medline,
Embase, Web of Science, Scopus (Elsevier), Dentistry and Oral Sciences Source (EBSCO),
entre outras, ¢ se estendeu também a literatura cinzenta com as bibliotecas de teses e
dissertacdes, e Google Scholar (n = 5.696). Para a revisdo, 11 estudos foram incluidos. Para a
meta-analise, 10 medidas de 09 estudos caso-controles foram incluidas (OR=1.46; 1C95%:
1.12-1.91). Ao estratificar pela frequéncia de uso, a associacdo nao se manteve entre os que
usavam menos que uma vez ao dia (OR=0.91; IC95%: 0.61-1.36), mas permaneceu significante
na categoria de uma ou mais vezes ao dia (OR=1.74; IC95%: 1.25-2.43). Na meta-regressao, a
propor¢cdo de casos e controles contribuiu em 33% na heterogeneidade. A qualidade
metodoldgica foi avaliada pela escala Newcastle-Ottawa (05 estudos com baixo risco de viés e
06 com moderado risco de viés). A qualidade da evidéncia foi avaliada pelo GRADEpro
Guideline Development Tool (muito baixa). O uso frequente de enxaguantes bucais foi
associado a uma chance 46% maior de cancer oral quando comparado ao nao uso e sugere-se
que a plausibilidade biologica pode ser explicada tanto pela presenca do conteudo alcodlico
quanto pela contribui¢do dos compostos antibacterianos nas formulacdes.

Palavras-chaves: Enxaguantes bucais; cancer oral; fatores de risco; meta-analise



20

INTRODUCAO

O cancer oral, compreendendo os tumores do labio, cavidade oral e orofaringe [1],
consiste em um importante problema de satde publica em todo o mundo [2] responsavel por
448.000 novos casos, de acordo com 0 GLOBOCAN em 2018 [3]. O carcinoma espinocelular
(CEC) representa mais de 90% deste total [4], ¢ mais comum em homens e geralmente ocorre

apods a quinta década de vida [5].

Trata-se de uma doenga com etiologia complexa e multifatorial [5] em que as células
sofrem aquisicao acumulada de estimulo oncogénico e desvio dos mecanismos homeostaticos,
podendo surgir por meio de um processo de transi¢do do epitélio normal ao displasico através
de distirbios precursores potencialmente malignos para o carcinoma [6]. Alguns dos principais
fatores de risco sdo o uso de tabaco e betel, ingestdo de alcool [1], infeccdo oral pelo
papilomavirus humano [7], dieta, nutri¢do, status socioecondmico [1] e exposi¢do persistente a

citotoxicos patoldgicos ou ambientais [8].

Embora o alcool ingerido tenha seu papel esclarecido na carcinogénese oral [9,10], o
efeito do uso topico de substancias alcodlicas ainda ¢ debatido. O dlcool se constitui em um
componente significativo de varios enxaguantes bucais comercialmente disponiveis [11] e ¢
usado principalmente como solvente para outros ingredientes [12], além de ter um efeito

conservante e ajudar a dissolver os 6leos essenciais, disponibilizando-os na matriz do biofilme

[8].

Os enxaguatorios sao utilizados ha séculos como purificadores de halito, medicamentos
e antissépticos [13], mas a seguranga de seu uso e uma possivel associagdo ao cancer oral tem
sido amplamente discutida [14-20], inclusive diferentes hipoteses tém sido investigadas para
os mecanismos envolvidos na carcinogenicidade dos enxaguantes alcoolicos, como (1)
oxidacdo do etanol para o seu metabolito toxico acetaldeido dentro da cavidade oral [9,17] e
(2) efeito local citotoxico acentuado nos queratindcitos epiteliais humanos da mucosa oral

[8,10].

A citotoxicidade da-se quando o etanol nas células que revestem a cavidade oral,
faringe, laringe e esofago forga as células-tronco localizadas em camadas mais profundas a se
dividirem com mais frequéncia do que o normal para substituir o epitélio danificado. O acimulo
de divisoes celulares em células-tronco promovido pelo consumo regular de 4lcool leva a uma
variedade de erros relacionados ao cancer (por exemplo, mutagdes que surgem durante a

replicagdo do DNA) que aumentam o risco de transformac¢do maligna [10].
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Gandini et al. [21], a partir de nove estudos incluidos na meta-andlise, relataram as
estimativas do risco relativo (RR) sumarizado para o desenvolvimento do cancer oral com o
uso regular de enxaguante bucal (RR=1.13; IC95%: 0.95-1.35) e para a frequéncia de uso uma
vez ao dia (RR=1.19; 1C95%: 0.95-1.5), duas vezes ao dia (RR=1.42; IC95%: 0.91-2.24) ¢ trés
vezes ao dia (RR=1.7; IC95%: 0.86-3.35) culminando em nenhuma tendéncia significativa no
risco com o aumento do uso diario. Os autores também ndo conseguiram associar o uso relatado
de enxaguatdrio bucal alcodlico e o risco de cancer oral (RR=1.0; IC95%: 0.39-2.60). Ustrel-
Borras; Traboulsi-Garet; Gay-Escoda [22] realizaram uma revisdo sistematica e, a despeito de
nao terem realizado analise quantitativa dos dados, os autores concluiram que ainda ndo ha
evidéncias suficientes de que o uso de enxaguatério a base de alcool seja um fator de risco
independente para cancer oral ou de orofaringe. Aceves Argemi et al. [23], em uma meta-
andlise recente de nove estudos, sumarizaram dados que referiram o contetido alcodlico dos
enxaguantes bucais (OR=1.48; 1C95%: 0.85-2.56) e os que ndo referiram (OR=1.06; 1C95%:

0.95-1.17), obtendo associagdes ndo significativas em ambas as analises.

Assim, a despeito do debate na literatura ser focado na exposi¢do do uso de enxaguantes
alcodlicos no desfecho do cancer oral, nenhum estudo parece ter examinado o efeito dos
enxaguantes ndo alcodlicos [14] e, mesmo o etanol tendo um papel preponderante no potencial
carcinogénico dos enxaguatorios alcoolicos, ndo € excluida a possibilidade de outros

componentes também estarem envolvidos [8].

Embora haja evidéncia de que ingredientes tinicos de enxaguatorios orais sao citotdxicos
e eficazes contra bactérias, o impacto do coquetel complexo de suplementos na citotoxicidade
celular oral ¢ na atividade antimicrobiana ¢ amplamente desconhecido [24]. Varias moléculas
incluidas nos enxaguantes bucais comerciais sdo preparagdes criadas e propostas para o
mercado [25] e € possivel que ingredientes antibacterianos ativos, em vez do etanol, contribuam
para o risco, alterando a diversidade de bactérias orais [14] e causando danos celulares [24],
como por exemplo, os compostos fendlicos [26], triclosan [27,28], cloreto de cetilperidinio [29]

e clorexidina [30-32].

Isto posto, a fim de atualizar as meta-analises publicadas com estima¢ao de uma medida
de efeito agrupada dos estudos observacionais que apresentam o desfecho de cancer oral, ndao
se focando apenas no contetdo alcdolico dos enxaguatdrios, nos propomos a realizar esta meta-

analise.
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MATERIAIS E METODOS
Protocolo e registro

Esta revisao sistematica ¢ meta-analise foi relatada de acordo com as recomendacgdes do
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) [33]. O
protocolo detalhado foi registrado no banco de dados do International prospective register of
systematic reviews (PROSPERO — Disponivel em www.crd.york.ac.uk/PROSPERQO) com o
registro CRD42020143307.

Contexto

Esta pesquisa teve como objetivo responder as seguintes questdes: 1) Enxaguantes
bucais podem ser associados ao cancer oral? 2) Enxaguantes bucais possuem uma relacao de

dose-resposta com o cancer oral?
Desfecho

O desfecho primario foi a ocorréncia de cancer oral (cavidade oral e orofaringe) de
acordo com o Cédigo Internacional de Doengas (CID), Revisao 11, 2B6E.O [34]. Os subsitios
anatdmicos da cavidade oral consistem na mucosa labial, mucosa bucal, assoalho da boca, crista
alveolar, gengiva, dois tergos anteriores da lingua (anterior as papilas circunvaladas), palato
duro e trigono retromolar, enquanto que a orofaringe consiste no palato mole, base (ou ter¢o
posterior) da lingua, amigdalas palatinas, pregas palatoglossais, valéculas e parede posterior da

faringe [35].
Estratégia de busca e bases de dados

Inicialmente, uma examinadora foi responsavel pelas buscas (JSSA), com supervisdo de
duas outras pesquisadoras (MCFNC, EBAFT). Utilizou-se a estratégia de busca PECO
[Populacdo (adultos ou idosos), Exposi¢do (uso de enxaguantes bucais), Grupo controle (ndao
exposicao aos enxaguantes bucais) e Desfecho (cincer oral, citotoxicidade, displasia)]. Assim,
foram utilizadas palavras-chaves relevantes ao objetivo proposto, com 0s seus sindnimos,
termos MeSH (Medical Subject Headings), DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude) e foram
combinados com operadores booleanos (OR e AND) para garantir que a estratégia de pesquisa
fosse abrangente. A busca dos titulos foi realizada de junho de 2019 a agosto de 2020. Nao

houve restricdo quanto ao periodo de tempo e idioma.



23

As buscas sistematicas foram realizadas nas bases indexadas: PubMed/Medline,
Embase, Web of Science, ScienceDirect, Scopus (Elsevier), Biblioteca Brasileira de
Odontologia (BBO), Dentistry and Oral Sciences Source - DOSS (EBSCO), Scientific
Electronic Library Online (SciELO), WHO Global Health Library, Free Medicals Journals,
Latindex: Portal de Portales, BioMed Central Journals, Directory of Open Access Journals —
DOAJ, LILACS, Cumulative Index to Nursing and Allied Health Literature (CINAHL). Esta
revisdo sistematica se estendeu também a literatura cinzenta, como bibliotecas de teses e
dissertacdes: Catalogo de teses e dissertagdes da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto (FAMERP), Biblioteca digital de teses e dissertacdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Biblioteca digital de teses e dissertacdes da Universidade de Sao Paulo (USP),
Networked Digital Library of Theses and Dissertations (NDLTD), e Google Scholar.

A estratégia de busca nas bases de dados é exemplificada na Tabela 1 com as bases

Pubmed/Medline, Embase, LILACS ¢ ScienceDirect.

Os titulos dos estudos provenientes da busca e suas informacdes foram incluidos em
uma planilha do software Microsoft Excel® 2016 (Microsoft Corporation, Washington, EUA)
para verificacao de duplicidade e aplicagdo dos critérios de elegibilidade, assim como avaliagao

pela escala de qualidade e qualidade da evidéncia.

Em seguida, os estudos duplicados foram excluidos por duas examinadoras (JSSA e
EBAFT), que realizaram a sele¢do dos estudos de forma independente, baseada no titulo e no
resumo, com mascaramento dos nomes dos autores e os periodicos, evitando possiveis
enviesamentos e conflitos de interesses durante a sele¢do. As buscas foram comparadas e

qualquer discordancia foi resolvida pela terceira revisora (MCFNC).
Critérios de elegibilidade

Critérios de inclusdo: estudos observacionais com populacdo adulta ou idosa que
objetivaram analisar a associagdo entre enxaguantes bucais e o cancer oral. Ensaios clinicos ndo
foram considerados pela impossibilidade ética de responder as nossas questdes de pesquisa com

esse desenho.

Critérios de exclusao: estudos envolvendo populagdes especificas com sindromes ou
alteracdes congénitas; estudos com populacdes mais suscetiveis ao desenvolvimento de cancer,
como exposi¢do prévia a quimioterapia ou radioterapia e portadores de mutagdes genéticas

especificas; estudos com publicacdes envolvendo a mesma populagdo; cartas ao editor;
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resumos de conferéncias e congressos; séries de casos; relatos de casos; estudos in vitro; estudos

experimentais em animais; ensaios clinicos; estudos de revisdo e meta-analises.
Seleciao dos estudos

Os estudos ndo selecionados nesta fase ou em etapas subsequentes foram registrados na
planilha como exclusdo com os respectivos motivos. Nos casos em que o estudo pareceu ser
elegivel, mas possuia dados insuficientes no titulo € no resumo, o texto foi lido na integra e

avaliado quanto aos critérios de inclusao.

Os textos completos dos estudos restantes foram recuperados e os estudos que eram
elegiveis para esta revisao foram identificados. Além da busca eletronica, as listas de
referéncias dos artigos selecionados foram examinadas para identificar os manuscritos que nao
haviam sido capturados pela busca no banco de dados. As discordancias foram resolvidas pela

terceira revisora (MCFNC).
Extracio de dados

Os dados relevantes dos artigos selecionados foram extraidos, processados e tabulados
em um formulario de coleta de dados pré-desenvolvido no Microsoft Excel® 2016 (Microsoft
Corporation, Washington, EUA) por duas revisoras (JSSA, EBAFT). Todos os artigos incluidos
foram estudos caso-controles e as seguintes informagdes foram registradas: autores dos estudos,
ano de publicacdo, pais, cenario de recrutamento da amostra, periodo de recrutamento, tamanho
da amostra, faixa etaria da amostra, tipo de populacdo estudada (apenas um dos géneros ou
ambos os géneros), tipo de exposi¢do (uso de enxaguatorio de acordo com as categorias de
frequéncia de uso), tipo de desfecho (sitio do cancer oral e Cddigo Internacional de Doengas de
acordo com a revisao utilizada), tipos de controles (comunitarios ou hospitalares), medida de

associacdo, taxa de participacdo dos casos e taxa de participacdao dos controles.

Para os estudos que exibiram as medidas de efeito de acordo com o sitio de
acometimento do cancer, selecionamos as medidas de efeito referentes aos sitios cavidade oral
ou cavidade oral e faringe (quando apresentada a medida de efeito nos dois sitios
simultaneamente). Para aqueles estudos que relataram medidas de efeitos por categorias
referentes a frequéncia de uso ou tempo de uso, a medida de efeito da categoria mais extrema
foi a incluida na meta-anélise. Para o estudo que trouxe a analise dos dados de acordo com o
tipo de respondente (proprio paciente ou familiares e pessoas proximas), consideramos aqueles

cujos respondentes foram os proprios pacientes. Quando os resultados do estudo foram



25

estratificados por género, as medidas de efeito de cada um desses estratos foram consideradas

na meta-andlise com a inser¢do das letras “a” e “b”.

Para aqueles estudos que apresentaram estimativas ajustadas para diferentes
configuragdes de varidveis de confusio, consideramos a medida de efeito ajustada para o maior
nimero de varidveis e que ndo foi ajustada para potenciais mediadores. O conteudo alcodlico
ndo teve como ser categorizado, visto a auséncia de informacdes em alguns estudos,
possivelmente pelo fato de tratarem-se de dados autorrelatados. Dados perdidos dentro dos

estudos foram desconsiderados.
Avaliacio do risco de viés

O risco de viés individual de cada estudo incluido na revisao sistematica foi avaliado
pela escala Newcastle — Ottawa (NOS) para estudos do tipo caso-controle [36], por duas
examinadoras independentes (JSSA, EISM). As divergéncias foram resolvidas por consenso na

presenca da terceira revisora.
Avaliacdo da qualidade da evidéncia

A avaliagdo da qualidade da evidéncia dos estudos incluidos na meta-analise foi feita

pelo GRADEpro Guideline Development Tool (GDT) [37,38].
Analise estatistica

O software Stata 14.0 (StataCorp, College Station, Texas, EUA) foi utilizado para a
meta-analise. Como a heterogeneidade avaliada pelo teste I? foi elevada (73.8%), o modelo de
efeitos randdmicos com o método DerSimonian-Laird foi o escolhido. Anélise de subgrupo foi
feita com os estudos que relataram frequéncia de uso, para avaliar, dessa forma, uma provavel
dose-resposta. Meta-regressao foi usada para verificar a contribui¢do de covaridveis (pais do
estudo, tipo de populagdo, ano inicial de coleta dos dados, sitio do cancer, tamanho da amostra,
tipos de controles e propor¢do de casos e controles) a heterogeneidade entre os estudos, e
estimamos a porcentagem da heterogeneidade que foi explicada pelas covaridveis com valor de
p <0.20. Grafico de funil associado ao teste de assimetria de regressdo de Egger foi usado para
investigar a possibilidade de viés de publicacdo. Foram estimados odds ratios (OR) ponderados

pelo tamanho da amostra do estudo e respectivos intervalos de confianca a 95% (1C95%).



26

RESULTADOS
Resultados das buscas

Na busca bibliografica, foram identificados 5.696 registros. Apds a exclusdo das
duplicatas, foram lidos 4.711 titulos e resumos. Destes, 22 estudos foram selecionados para
leitura do texto na integra e 10 incluidos em nossa revisdo juntamente com 01 artigo
identificado na busca das listas de referéncia. Os motivos de exclusao dos 12 artigos foram: 02
possuiam um desfecho diferente de cancer oral; 03 tratavam-se de estudos de revisdo; e 07
possuiam amostras contidas dentro de um estudo amplo publicado ja incluido. Dos 11
manuscritos incluidos na andlise qualitativa, 02 ndo foram para a meta-analise por nao
possuirem medidas de efeito ajustadas. Portanto, 09 estudos foram incluidos na meta-andlise.

A Figura 1 apresenta o fluxograma do processo de busca e selegcdo dos estudos.
Descricio dos estudos

A Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas dos estudos incluidos. Todos os
estudos possuem o mesmo desenho: observacional do tipo caso-controle. Um dos estudos ¢ um
compilado de casos-controles publicados e ndo publicados [39]. Cinco estudos foram
publicados nos ultimos oito anos [14,39-42], dois estudos na primeira década de 2000 [43,44],
um estudo na década de 1990 [45] e trés estudos na década de 1980 [46—48]. Dois estudos foram
caracterizados como multicéntricos [39,41], cinco foram realizados nos Estados Unidos [14,45—
48], dois realizados no Brasil [40,43], um na Italia [44] e um na China [42]. A maioria dos
estudos usaram controles hospitalares e apenas trés utilizaram controles comunitarios em suas
amostras [14,39,45]. Em relacdo a proporcao de casos e controles, apenas dois estudos tiveram
uma propor¢do de no minimo 2 controles para cada caso [47,48], os demais utilizaram a
propor¢ao de 1:1. Quanto ao desfecho, foram inseridos os CIDs e os nimeros de suas
respectivas revisoes citadas na metodologia de cada estudo como sendo as topografias
referentes aos desfechos dos seus casos. Além disso, considerando a relevancia de uma
discussdo mais aprofundada sobre a probabilidade de confuso residual, fornecemos também
informagdes sobre as variaveis de confusdo incluidas para ajuste em cada estudo no modelo
multivariavel. Entretanto, houveram dois estudos que forneceram apenas medidas brutas de

associacdo e, dessa forma, foram excluidos da meta-analise [40,46].
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Avaliacio do risco de viés

Na avaliagdo individual do risco de viés dos estudos incluidos na revisdo sistematica,
05 estudos apresentaram-se com baixo risco de viés [14,39,43—45] ¢ 06 com moderado risco de

viés [40-42,46-48]. A avaliagdo do risco de viés detalhada ¢ apresentada na Tabela 3.
Avaliacido da qualidade da evidéncia

Verificamos que a qualidade das evidéncias nos estudos incluidos na meta-analise sobre
a associagdo do uso dos enxaguantes bucais e o cancer oral sdo muito baixas. Os detalhes da

avalia¢do da qualidade da evidéncia e suas explicagdes sdo apresentados na Tabela 4.
Meta-analise

A Figura 2 apresenta a sumariza¢do das dez medidas de efeito dos nove estudos
incluidos na meta-anéalise. Na analise agrupada, o uso de enxaguantes bucais foi associado ao
cancer oral (OR=1.46; IC-95%: 1.12-1.91) ¢ a heterogeneidade entre os estudos foi substancial
(1%: 73.8%).

A analise de subgrupo de acordo com a frequéncia de uso dos enxaguantes bucais foi
realizada para investigar uma possivel dose-resposta entre exposi¢do aos enxaguantes bucais e
o cancer oral. A Figura 3 demonstra uma medida de efeito (OR=0.91; IC-95%: 0.61-1.36) para
o subgrupo de menos que uma vez ao dia e outra medida para o subgrupo de uma ou mais vezes

ao dia (OR=1.74; IC95%: 1.25-2.43).
Meta-regressao

A analise de meta-regressao foi feita com as variaveis pais, género, ano inicial da coleta
de dados, sitio do cancer, tamanho da amostra, tipos de controles e propor¢do de casos e
controles. Na analise univariada, apenas a propor¢ao de casos e controles apresentou-se com o
valor de p <0.20 (p = 0.066), sendo que esta varidvel explicou 33.11% da heterogeneidade dos
estudos. As demais varidveis ndo obtiveram o valor de p estatisticamente significativo (p <

0.20)
Viés de publicaciao dos estudos

A dispersao exibida no grafico de funil sugere viés de publicacdo nos estudos e o teste
de assimetria de regressdo de Egger com nivel de significincia 0.10 apresentou-se
estatisticamente significativo (p = 0.081). A Figura 4 mostra o grafico de funil com a linha

referente ao teste de assimetria de Egger.
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DISCUSSAO

Na presente revisdo sistematica ¢ meta-analise, observamos que o uso frequente de
enxaguantes bucais foi associado a uma chance 46% maior de cancer oral quando comparado
ao ndo uso (OR=1.46; IC-95%: 1.12-1.91). Considerando-se também a magnitude das
estimativas de efeito na analise de subgrupo, a chance de cancer oral foi maior com o aumento

da frequéncia de uso do enxaguante bucal, sugerindo um efeito de dose-resposta.

Fatores epigenéticos, tais como consumo de tabaco, alcool, betel, dieta e nutrigdo, assim
como a imunossupressao, ¢ os fatores ambientais e genéticos sdo considerados de risco para o
cancer oral [35,49] e, ao excluirmos os estudos que relataram associag¢des brutas, reduzimos a
probabilidade de que a confusdo enviesasse as estimativas combinadas, todavia, a possibilidade
de confusdo ndo medida ndo pode ser completamente descartada porque fatores de confusao
importantes podem nao ter sido incluidos nos modelos de regressdo. Adicionalmente, se um
fator de confusdo foi mal medido ou definido de uma forma inadequada, ocorrerd confusdo

residual.

A heterogeneidade entre os estudos incluidos nesta meta-analise foi substancial, e parte
dessa heterogeneidade derivou de diferengas entre os estudos quanto a propor¢do de casos e
controles (33%). Para as situacdes em que as covariaveis da meta-regressao ndo explicaram a
heterogeneidade entre os estudos, também ¢ possivel que o confundimento residual possa ter

desempenhado um papel importante nos resultados ndo significativos.

A composi¢do alcoolica dos enxaguatorios ndo tem sido bem descrita em todos os
estudos primarios, contudo trata-se de um dos mecanismos bioldgicos plausiveis para os
enxaguantes bucais serem associados ao cancer oral. O processo de carcinogénese aconteceria
através da via de inducdo de um efeito citotdoxico acentuado nos queratindcitos epiteliais
humanos [8,10], o que foi investigado em um estudo in vitro com duas marcas de enxaguatorios
comercialmente disponiveis [11]. Para cada marca havia uma versao com contetido alcoolico
(96 mg/mL e 213.03mg/mL) e uma versdo sem alcool que foram testados em queratinocitos
humanos orais com displasia leve e queratindcitos humanos normais. Os autores concluiram
que os enxaguantes bucais contendo alcool foram genotdxicos in vitro a queratindcitos orais

normais e aos displasicos, induzindo mudangas generalizadas na expressao génica.

Resultados semelhantes também foram encontrados em células bucais esfoliadas de
voluntarios em ensaios clinicos que avaliaram enxaguantes alcodlicos e ndo alcoolicos [50,51]

e exibiram aumento na frequéncia de micronucleos e anormalidades celulares no grupo exposto
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ao enxaguatorio com alcool. Devido as caracteristicas de superficie compactada e material
intracelular do epitélio da mucosa oral, a detec¢do de danos ao DNA e morte celular em células
epiteliais descamadas requer que o agente genotoxico ultrapasse os alcances da barreira de
permeabilidade da camada basal e induza lesdes no DNA que sdo convertidas em micronucleos

durante a divisao celular [52].

A correlag@o entre o nimero de divisdes de células-tronco que ocorrem em um tecido
durante a vida de uma pessoa e o risco de ser diagnosticado com cancer nesse tecido ¢ altamente
positiva e estatisticamente significativa [53], o que foca os esfor¢os em avaliar o potencial
citotoxico do alcool. Entretanto, ndo podemos deixar de abordar o fato de que os enxaguantes
bucais ndo alcoolicos com atividade antimicrobiana também podem ser citotoxicos [24,54].
Como uma grande variedade de antissépticos contendo diferentes ingredientes ativos estdo
disponiveis, amplamente utilizados na odontologia [30] e regulamentados como produtos
cosméticos, a declaracao dos ingredientes nao ¢ exigida [26]. Assim, podemos supor que outros
componentes também podem estar envolvidos no dano celular [24] ou em alteragdes nas
bactérias orais com potencial de alterar o equilibrio da tolerAncia imunoldgica e contribuir ainda

mais para a génese e promogao do cancer oral [14].

As moléculas mais comuns contidas nos enxaguantes bucais sdo: clorexidina, 6leos
essenciais, cloreto de cetilpiridinio, triclosan, octeneidina, delmopinol, polivinilpirrolidona,
acido hialurénico e compostos naturais [25]. A clorexidina 0.2% quando exposta a fibroblastos
gengivais humanos na concentragdo requerida para inibir 50% da atividade metabolica celular
(IC50), resultou na diminui¢do do niimero de células vidveis e no aumento de células em
apoptose [30]. Outros estudos in vitro [54—57] corroboraram esses achados. O cloreto de
cetilperidineo também exibiu efeitos citotoxicos graves, mesmo em baixas concentragdes,

contra queratinocitos humanos e fibroblastos murinos [29].

O triclosan, um téxico mitocondrial, também imunotoxico por meio de sua modulagdo
da transdugao de sinal de células imunes [27] e um possivel neurotdxico [28], foi removido pela
empresa Colgate-Palmolive [58] de uma de suas pastas de dentes a fim de diminuir a
repercussdo publica gerada, desde dezembro de 2017, quando a United States Food and Drug
Administration [59] determinou que as empresas nao poderiam usar o triclosan ou vinte e trés
outros ingredientes ativos nos produtos antissépticos de venda livre sem uma andlise pré-

comercializa¢do, em razdo da insuficiéncia de dados sobre sua seguranga e eficécia.



30

Vlachojannis et al. [26], em uma revisdo, analisaram o potencial citotoxico do
Listerine®, cuja composi¢do possui timol (0.064%), eucaliptol (0.092%), metil salicilato
(0.06%) e mentol (0.01%) [54] e, sugeriram, a partir de estudos in vitro, que todos os compostos
fenolicos em Listerine® podem contribuir, até certo ponto, para o dano celular. Teste de
citotoxicidade do lauril sulfato de s6dio e a cocamidopropil betaina, detergentes também
encontrados em enxaguantes bucais, em fibroblastos gengivais humanos, resultaram na
eliminagdo de uma porcentagem consideravel de células. A citotoxicidade da cocamidopropil

betaina teve correlacdo significativa com o tempo e a concentragdo [60].

Dito isso, ndo termos conseguido realizar uma analise de subgrupos de acordo com o
contetido alcoodlico dos enxaguatdrios citados nos estudos foi uma limitacdo da nossa meta-
andlise, pois do contrario, poderiamos avaliar se as substancias presentes em suas formulagdes
sdo importantes para o cancer oral independentemente do contedo alcodlico, visto que as
evidéncias disponiveis sdo apoiadas apenas em estudos in vitro. Assim, novos estudos que
apresentem dados referentes ao conteudo alcoolico dos enxaguantes e seus principais
componentes sdo fundamentais para investigar e esclarecer o impacto que essas moléculas

€xercem.

Além disso, as diferengas entre os estudos na forma de medir a frequéncia e duragao da
exposicao inviabilizaram analises com uma maior quantidade de categorias de exposigao.
Conquanto, ainda assim, foi possivel categorizar em “menos de uma vez ao dia” ou “uma ou
mais vezes ao dia”, representando uma estimativa de uso didrio do enxaguante bucal e

estimando uma dose-resposta, o que foi um ponto forte desse trabalho.

A qualidade da evidéncia, analisada pelo GRADEpro GDT, demonstrou ser muito
baixa, pois € apoiada em estudos observacionais tipo caso-controle, em que alguns apresentam
amplo intervalo de confianca, ha a presen¢a de viés de afericdo na exposi¢do por ser baseada
no autorrelato dos participantes e possui a implicacdo adicional do viés de lembranca dos
participantes. Embora estes fatores expliquem a diminui¢do da evidéncia gerada por esta meta-
analise, por outro lado, a propria avaliagdo da qualidade da evidéncia se constitui em uma
contribuicdo na medida em que esta ¢ a primeira meta-analise sobre esse assunto que realiza
essa analise. Adicionalmente, pontos fortes desse trabalho sdo a estimativa da medida
ponderada a partir das medidas ajustadas dos estudos primarios e a realizagao de meta-regressao

com o propdsito de investigar a heterogeneidade e as possiveis covariaveis participantes.
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CONCLUSOES

A presente revisdo sistematica e meta-analise demonstra que ha associagdo
estatisticamente significativa entre o uso dos enxaguantes bucais ¢ o cancer oral e que o efeito
¢ dose-dependente com o aumento da frequéncia de uso ao dia, embora haja substancial
heterogeneidade dos estudos e evidéncia caracterizada como de muito baixa qualidade. Por
tratar-se de um problema de satide publica, pesquisas devem continuar avaliando a seguranca
no uso de substancias topicas amplamente disponiveis comercialmente que impactam os
cirurgides-dentistas como prescritores ¢ o publico geral como consumidor. Langamos outro
ponto de vista sobre a plausibilidade biolégica da associa¢ao do uso dos enxaguantes e o cancer
oral, abrindo possibilidades para que novos estudos possam focar nas composi¢des dos

enxaguatorios utilizados, na frequéncia de uso ao dia e no tempo de uso ao longo dos anos.
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Identiticacao

[

Sele¢do

Elegibilidade

Incluidos

38

Registros identificados por meio de Registros adicionais identificados por
pesquisa nas bases de dados meio de outras fontes (alerta de e-mail da
(n=5.695) plataforma research gate)
(n=1)

Registros ap6s a remogao de duplicatas
(n=985)

l

Registros selecionados Registros excluidos por titulo
(n=4711) > € resumo
' (n=4.689)
l Artigos na integra excluidos
Artigos na integra avaliados para R conll H;Otl\(l;); (n= 1?) '2'
elegibilidade > Resy Ea 0s 1. erentes: 02;
(n=22) Revisdes da literatura: 03;
Estudos com amostra contida
l em outro estudo: 07
Estudos incluidos na sintese Registros incluidos de listas
qualitativa < de referéncia
(n=10) (n=1)

v

Estudos incluidos na sintese
quantitativa (meta-analise)
m=9)

Figura 1. Processo de busca e selegdo de estudos avaliando o uso de enxaguantes bucais e cancer bucal. Diagrama
PRISMA de fluxo adaptado.
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Tabela 3. Avaliagdo do risco de viés dos estudos incluidos na revisdo sistematica sobre o uso de enxaguantes bucais e
cancer oral pela escala Newcastle - Ottawa para estudos do tipo caso-controle.

Estudos - z?ele a03' - Compar;bllldade - Exg.osmao S
Blot et al., 1983[48] * * * * * *
Mashberg et al., 1985[47] * * * * * *
Young et al., 1986[46] * * * *
Winn et al., 1991[45] * * * * * * *
Talamini et al., 2000[44] * * * * % * *
Marques et al., 2008[43] * * * 2. 8.1 * *
Chang et al., 2013[42] * * * 2. 8.1 *
Eliot et al., 2013[14] * * * * * * *
Assungdo Junior, 2015[40] * * * * *
Ahrens et al., 2014[41] * * * * * *
Boffetta et al., 2016[39] * * * * * * * *

Escala de classificagdo: 7 a 9 estrelas = baixo risco de viés; 4 a 6 estrelas = risco moderado de viés; 0 a 3 estrelas = alto
risco de viés.

Selegdo: 1. A definicdo de caso ¢ adequada?; 2. Representatividade dos casos; 3. Selegdo de controles (comunitario ou
hospitalar); 4. Defini¢do de controles. Comparabilidade: 1. Comparabilidade de casos e controles com base no projeto
ou andlise. Exposi¢do: 1. Determinacdo da exposic¢do; 2. O mesmo método de apuracdo para casos e controles; 3. Taxa
de ndo resposta. - Um estudo pode receber no méximo uma estrela (%) para cada item numerado nas categorias de
selecdo e exposicdo. Um maximo de duas estrelas (% %) pode ser dado para comparabilidade
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Study

Blot et al, 1983
Mashberg et al, 1985
Winn et al, 1991a
Winn et al, 1991b
Talamini et al, 2000
Margues et al, 2008
Chang et al, 2013
Eliot et al, 2013
Ahrens et al, 2014

Boffetta et al, 2016

Overall ({l-squared = 73.8%, p = 0.000)

MOTE: Weights are from random effects analysis

OR (95% CI)

:
—— 0.70 (0.33, 1.47)
+ 0.87 (0.57, 1.34)

|
4:—0— 2.00(1.32, 3.04)
—:0— 1.70 (1.00, 2.89)
—#i— 1.20 (0.41, 3.55)
i —— 3.30 (1.74, 6.25)

f 4 3.97 (0.37, 42.65)

[ ] ; 1.09 (1.01, 1.18)
i —— 3.53 (1.65, 7.56)
ﬂfl 1.26 (0.98, 1.62)

’ 1.46 (1.12, 1.91)

Weight

7.60
12.52
12,77
10.68
4.56
8.99
1.18
18.33
7.38
15.98

100.00

43

.02 1 43

Favours mouthwash use Not favours mouthwash use

Figura 2. Meta-analise de efeitos aleatorios do odds ratio de cancer oral entre usuérios e nao

usudrios de enxaguantes bucais.



%
Study OR (95% CI) Weight

Less than once a day

Mashberg et al, 1985 —e 0.87 (0.57,1.34) 1373
Talamini et al, 2000 — e 1.20 (0.41, 3.55) 5.04
Subtotal (-squared = 0.0%, p = 0.589) <> 0.91(0.61,1.36) 18.78

One or more times a day

Winn et al, 1991a e 200(1.32,304) 1400
Winn et al, 1991b —:-— 1.70(1.00,289) 1174
Marques et al, 2008 i—-— 330(1.74,625) 990
Eliot et al, 2013 + 1.09(1.01,1.18) 19.98
Ahrens et al, 2014 — 353(165 756) 815
Boffetta et al, 2016 Ban 126 (0.98,162) 1746
Subtotal (l-squared = 83.3%, p = 0.000) <> 1.74(125,243) 8122
Overall (l-squared = 77.8%, p = 0.000) ‘ 1.53(1.16,2.03) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis i
T |
02 1 43

Favours mouthwash use Mot favours mouthwash use

Figura 3. Meta-analise de efeitos aleatorios do odds ratio de cancer oral entre usudrios e ndo usuarios de
enxaguantes bucais por frequéncia de uso.
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Figura 4. Grafico de funil de estudos, que avaliam o uso de enxaguantes bucais e o cancer oral, mostrando
a dispersdo dos estudos de acordo com o odds ratio (OR) e o erro padrao. A linha vertical preta corresponde
ao OR estimado na meta-analise (ver Figura 2). As duas linhas diagonais intermitentes representam os
intervalos de confianga de pseudo-95%. Os circulos pretos representam os estudos publicados. A linha azul
representa a linha ajustada correspondente ao teste de regressdo de assimetria de Egger no grafico de funil.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A nossa meta-analise de estudos observacionais, através das medidas sumarizadas
estatisticamente significativas, demonstra que o uso frequente de enxaguantes bucais foi
associado a uma chance 46% maior de cancer oral quando comparado ao ndo uso e que o efeito
aumenta com o aumento da frequéncia de uso ao dia. Sugerimos que essa relagdo poderia ser
explicada ndo apenas pelo conteudo alcodlico, mas também pela contribui¢do dos componentes
antibacterianos, o que fortalece a necessidade de que novos estudos que oferecam dados sobre
o conteudo dos enxaguatérios possam esclarecer apropriadamente a associagdo entre essa
exposicao e esse desfecho a fim de nortear os profissionais que prescrevem e os pacientes que
utilizam sobre os impactos que o consumo a longo prazo dessas substancias tém para a satde

oral.
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ANEXO - Diretrizes da Revista Oral Oncology (em tradugio livre)

Os artigos de revisdo devem conter um breve resumo indicando o objetivo da revisdo,
uma introdugio, discussao e conclusdo. Os artigos de revisdo podem conter até 5.000 palavras,
7 figuras e / ou tabelas e 120 referéncias. Todas as contagens de palavras estdo excluindo o

resumo, palavras-chave, referéncias, tabelas e figuras.

Apresentacio do Manuscrito: por favor, escreva seu texto em um bom inglés (o uso
americano ou britanico € aceito, mas nao uma mistura dos dois). Itdlico ndo deve ser usado para
expressoes de origem latina, por exemplo, in vivo, et al., per se. Use pontos decimais (ndo

virgulas); use um espago para milhares (10.000 e acima).

O texto deve estar em formato de coluna Unica. Mantenha o layout do texto o mais
simples possivel. A maioria dos codigos de formatagdo sera removida e substituida no
processamento do artigo. Em particular, ndo use as opg¢des do processador de texto para
justificar o texto ou hifenizar palavras. No entanto, use negrito, italico, subscrito, sobrescrito
etc. Ao preparar tabelas, se estiver usando uma grade de tabela, use apenas uma grade para cada
tabela individual e ndo uma grade para cada linha. Se nenhuma grade for usada, use tabulagdes,

ndo espacos, para alinhar as colunas.

Conflito de interesses: por meio de uma "declaragao de conflito de interesses", todos os autores
devem divulgar quaisquer relagdes financeiras e pessoais com outras pessoas ou organizagoes
que possam influenciar inadequadamente (enviesar) seu trabalho. Se ndo houver conflito de
interesses, indique "Nenhum declarado". Este documento deve ser encontrado como uma

pagina separada dentro do manuscrito diretamente abaixo da pagina de titulo.

Todas as fontes de financiamento devem ser declaradas como um reconhecimento no final do

texto.
Estrutura do artigo

Subdivisao - secdes ndo numeradas: divida seu artigo em secdes claramente definidas. Cada
subsecdo recebe um breve titulo. Cada titulo deve aparecer em sua propria linha separada. As
subse¢oes devem ser usadas tanto quanto possivel ao fazer referéncia cruzada ao texto: consulte

a subsecdo por titulo em vez de simplesmente 'o texto'.

Introdugdo: indique os objetivos do trabalho e forne¢a uma fundamentagao adequada, evitando

um levantamento detalhado da literatura ou um resumo dos resultados.
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Material e métodos: fornega detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido
por um pesquisador independente. Os métodos j& publicados devem ser resumidos e indicados
por uma referéncia. Se estiver citando diretamente de um método publicado anteriormente, use
aspas ¢ também cite a fonte. Quaisquer modificagdes nos métodos existentes também devem

ser descritas.
Resultados: os resultados devem ser claros e concisos.

Discussiao: isso deve explorar a importancia dos resultados do trabalho, ndo os repetir. Uma
secao combinada de Resultados e Discussao costuma ser apropriada. Evite citagdes extensas e

discussdo da literatura publicada.
Informacoes essenciais da pagina de titulo

* Titulo. Conciso e informativo. Os titulos sdo frequentemente usados em sistemas de

recuperagdo de informacgdes. Evite abreviagdes ¢ formulas sempre que possivel.

* Nomes e afiliacdes dos autores. Indique claramente o (s) nome (s) e sobrenome (s) de cada
autor e verifique se todos os nomes foram digitados corretamente. Vocé pode adicionar seu
nome entre parénteses em seu proprio script por tras da transliteracdo em inglés. Apresente os
enderegos de afiliagdo dos autores (onde o trabalho real foi feito) abaixo dos nomes. Indique
todas as afiliagdes com uma pequena letra sobrescrita imediatamente ap6s o nome do autor e

antes do endereco apropriado.
Forneca o enderecgo postal completo de cada afiliacdo, incluindo o nome do pais e, se disponivel,
enderego de e-mail de cada autor.

* Autor correspondente. Indique claramente quem tratard da correspondéncia em todas as fases

da arbitragem

e publicacdo, também pods-publicacdo. Essa responsabilidade inclui responder a quaisquer
perguntas futuras sobre metodologia e materiais. Certifique-se de que o endereco de e-mail foi

fornecido e os detalhes de contato sdo mantidos atualizados pelo autor para correspondéncia.

* Endereco atual / permanente. Se um autor mudou desde que o trabalho descrito no artigo foi
feito, ou estava visitando, um 'endereco atual' (ou 'endereco permanente') pode ser indicado
como uma nota de rodapé para o nome desse autor. O enderego onde o autor realmente fez o
trabalho deve ser retido como o endereco de afiliagdo principal. Nimeros arabicos sobrescritos

sdo usados para essas notas de rodapé.
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* Contagem de palavras. Inclua uma contagem de palavras em sua pagina de titulo. Sua

contagem de palavras deve excluir o resumo, palavras-chave, referéncias, tabelas e figuras.

Destaques: os destaques sdo obrigatérios para Artigos Originais de Pesquisa, Artigos de
Revisdo e Perspectivas. Eles consistem em uma pequena cole¢do de tdpicos que capturam os
novos resultados de sua pesquisa, bem como novos métodos que foram usados durante o estudo

(se houver).
Exemplo:

From: Cancer Cell, Volume 32, Issue 2, 14 August 2017, Pages 169-184.¢7

Highlights

e Metastases mostly disseminate late from primary breast tumors, keeping most drivers

e Drivers at relapse sample from a wider range of cancer genes than in primary tumors

e Mutations in SWI-SNF complex and inactivated JAK-STAT signaling enriched at
relapse

e Mutational processes similar in primary and relapse; radiotherapy can damage genome

Os destaques devem ser enviados em um arquivo editavel separado no sistema de
submissao online. Use 'Destaques' no nome do arquivo e inclua de 3 a 5 marcadores (maximo

de 85 caracteres, incluindo espagos, por marcador).

Palavras-chave: imediatamente apos o resumo, forne¢a no méaximo dez palavras-chave, a
serem escolhidas nos Medical Subject Headings from Index Medicus. Essas palavras-chave
serdo usadas para fins de indexagdo. Geralmente ¢ necessario incluir palavras-chave como

Cancer Oral ou Cancer de Cabega e Pescogo.

Abreviagdes: defina as abreviaturas que ndo sejam padrdo neste campo em uma nota de rodapé
a ser colocada na primeira pagina do artigo. As abreviaturas inevitaveis no resumo devem ser
definidas na primeira mengao 14, bem como no rodapé. Assegure a consisténcia das abreviaturas

em todo o artigo.

Reconhecimentos: retina os agradecimentos em uma se¢do separada no final do artigo antes
das referéncias e, portanto, nao os inclua na pagina do titulo, como nota de rodapé do titulo ou
de outra forma. Liste aqui as pessoas que forneceram ajuda durante a pesquisa (por exemplo,

fornecendo ajuda com o idioma, assisténcia na redacdo ou leitura de revisdo do artigo, etc.).
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Formatacao de fontes de financiamento: liste as fontes de financiamento desta forma padrao

para facilitar o cumprimento dos requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi financiado pelo National Institutes of Health [numeros de
concessao XxxX, yyyy]; a Fundagdo Bill e Melinda Gates, Seattle, WA [numero da concessao
zzz7]; e os Institutos de Paz dos Estados Unidos [nimero de concessdo aaaa]. Nao € necessario
incluir descri¢cdes detalhadas sobre o tipo de programas de bolsas e prémios. Quando o
financiamento vier de um subsidio em bloco ou outros recursos disponiveis para uma
universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa, envie o nome do instituto ou

organizacao que forneceu o financiamento.

Se nenhum financiamento tiver sido fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:
Esta pesquisa nao recebeu nenhuma bolsa especifica de agéncias de financiamento nos setores

publico, comercial ou sem fins lucrativos.

Unidades: siga as regras ¢ convengdes aceitas internacionalmente: use o sistema internacional

de unidades (SI). Se outras unidades forem mencionadas, fornega seu equivalente em SI.

Notas de rodapé: as notas de rodapé devem ser usadas com moderagdo. Numere-os
consecutivamente ao longo do artigo. Muitos processadores de texto podem incluir notas de
rodapé no texto e esse recurso pode ser usado. Caso contrario, indique a posi¢do das notas de
rodapé no texto e liste as proprias notas de rodapé separadamente no final do artigo. Nao inclua

notas de rodapé na lista de referéncias.

Artes

Arte eletronica

Pontos gerais

* Certifique-se de usar letras e tamanhos uniformes de sua arte original.
* Incorpore as fontes usadas se o aplicativo fornece essa opgao.

* Procure usar as seguintes fontes em suas ilustragdes: Arial, Courier, Times New Roman,

Symbol ou use fontes que sejam semelhantes.
* Numere as ilustragdes de acordo com sua seqiiéncia no texto.
+ Use uma convencao de nomenclatura logica para seus arquivos de arte.

* Fornega legendas para as ilustragdes separadamente.
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* Dimensione as ilustragdes proximo as dimensdes desejadas da versdo publicada.
* Envie cada ilustragdo como um arquivo separado.

 Garanta que as imagens coloridas sejam acessiveis a todos, incluindo aqueles com visdo de

cores prejudicada
Formatos

Se sua arte eletronica for criada em um aplicativo do Microsoft Office (Word,
PowerPoint, Excel), forneca "no estado em que se encontra" no formato de documento nativo.
Independentemente do aplicativo usado diferente do Microsoft Office, quando sua arte
eletronica for finalizada, 'Salvar como' ou converta as imagens em um dos seguintes formatos
(observe os requisitos de resolu¢do para desenhos de linhas, meios-tons € combinagdes de linha

/ meio-tom fornecidos abaixo):
EPS (ou PDF): Desenhos vetoriais, incorpora todas as fontes usadas.

TIFF (ou JPEG): Fotografias coloridas ou em escala de cinza (meios-tons), com um minimo de

300 dpi.

TIFF (ou JPEG): Desenhos de linha em bitmap (pixels puros em preto e branco), com um

minimo de 1000 dpi.

TIFF (ou JPEG): Combinagdes de linha de bitmap / meio-tom (colorido ou tons de cinza),

mantendo um minimo de 500 dpi.
Por favor, nao:

* Forneca arquivos que sdo otimizados para uso na tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT, WPG);

estes normalmente t€ém um baixo niimero de pixels e conjunto limitado de cores;
* Fornega arquivos com resolugdo muito baixa;

* Envie graficos desproporcionalmente grandes para o conteudo.

Arte colorida

Certifique-se de que os arquivos de arte estdo em um formato aceitavel (TIFF (ou
JPEG), EPS (ou PDF) ou arquivos do MS Office) e com a resolugdo correta. Se, junto com seu
artigo aceito, vocé enviar figuras coloridas utilizaveis, a Elsevier garantira, sem nenhum custo

adicional, que essas figuras aparecerdo em cores online (por exemplo, ScienceDirect e outros
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sites), independentemente de essas ilustragcdes serem ou nao reproduzidas em cores na versao
impressa. Para a reproducdo em cores na impressdo, vocé recebera informagdes sobre os custos
da Elsevier ap6s o recebimento do artigo aceito. Indique a sua preferéncia de cor: impressa ou

apenas online.
Legendas de figuras

Certifique-se de que cada ilustragdo tenha uma legenda. Forneca as legendas
separadamente, ndo anexadas a figura. A legenda deve conter um breve titulo (ndo na propria
figura) e uma descricao da ilustragdo. Reduza o texto nas proprias ilustragdes, mas explique

todos os simbolos e abreviagdes usados.
Tabelas

Numere as tabelas consecutivamente de acordo com o seu aparecimento no texto.
Coloque notas de rodapé nas tabelas abaixo do corpo da tabela e indique-as com letras
minusculas sobrescritas. Evite linhas verticais. Seja cauteloso no uso de tabelas e certifique-se
de que os dados apresentados nas tabelas ndo duplicam os resultados descritos em outras partes

do artigo.
Notas de rodapé das tabelas

Indique cada nota de rodapé da tabela com uma letra mintscula sobrescrita. Legendas
das Figuras, Tabelas, Figuras e Esquemas devem ser apresentadas, nesta ordem, no final do
artigo. Elas sdo descritas em mais detalhes abaixo. Arquivos gréficos de alta resolu¢do devem

sempre ser fornecidos separados do arquivo de texto principal.
Referéncias
Cita¢ao no texto

Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também estdo presentes na
lista de referéncias (e vice-versa). Quaisquer referéncias citadas no resumo devem ser
fornecidas por extenso. Resultados ndo publicados e comunicagdes pessoais ndo sao
recomendados na lista de referéncias, mas podem ser mencionados no texto. Se essas
referéncias estiverem incluidas na lista de referéncias, elas devem seguir o estilo de referéncia
padrdo da revista e devem incluir uma substituicdo da data de publicagdo por 'Resultados nao

publicados' ou 'Comunicagao pessoal'. A citacdo de uma referéncia como 'in press' implica que
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o item foi aceito para publicacdo e uma copia da pagina de titulo do artigo relevante deve ser

enviada.
Links de referéncia

Maior capacidade de descoberta de pesquisas e revisao por pares de alta qualidade sao
garantidas por links online para as fontes citadas. Para nos permitir criar links para servigos de
abstracdo e indexagdo, como Scopus, CrossRef e PubMed, certifique-se de que os dados
fornecidos nas referéncias estdo corretos. Observe que sobrenomes, titulos de periddicos /
livros, ano de publicacdo e paginagdo incorretos podem impedir a criagdo de links. Ao copiar
referéncias, tenha cuidado, pois elas ja podem conter erros. O uso do DOI ¢ altamente
encorajado. Um DOI tem garantia de nunca mudar, entdo vocé pode usd-lo como um link

permanente para qualquer artigo eletronico.

Um exemplo de citagdo usando DOI para um artigo que ainda nao foi publicado ¢: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Continuagdo asismica da laje
das Pequenas Antilhas abaixo do nordeste da Venezuela. Journal of Geophysical Research,

https://doi.org/10.1029/2001JB000884.

Observe que o formato de tais citagdes deve ser no mesmo estilo que todas as outras referéncias

no artigo.
Referéncias da web

No minimo, o URL completo deve ser fornecido e a data em que a referéncia foi
acessada pela ultima vez. Quaisquer informagdes adicionais, se conhecidas (DOI, nomes dos
autores, datas, referéncia a uma publicagdo fonte, etc.), também devem ser fornecidas. As
referéncias da web podem ser listadas separadamente (por exemplo, ap0s a lista de referéncia)

sob um titulo diferente, se desejado, ou podem ser incluidas na lista de referéncia.
Referéncias de dados

Este jornal encoraja vocé€ a citar conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em seu
manuscrito, citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua Lista de
Referéncia. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos: nome (s) do autor,
titulo do conjunto de dados, repositério de dados, versdo (quando disponivel), ano e
identificador persistente global. Adicione [dataset] imediatamente antes da referéncia para que
possamos identifica-lo corretamente como uma referéncia de dados. O identificador [dataset]

ndo aparecera em seu artigo publicado.
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Estilo de Referéncia
Nota: Para fins de uso de software para formatar referéncias, use o estilo de referéncia AMA.

Texto: indica as referéncias por nimero (s) entre colchetes de acordo com o texto. Os autores

reais podem ser citados, mas o (s) nimero (s) de referéncia sempre devem ser fornecidos.

Lista: Numere as referéncias (nimeros entre colchetes) na lista na ordem em que aparecem no

texto.
Exemplos:
Referéncia a uma publicacao de jornal:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. A arte de escrever um artigo cientifico. J Sci
Commun 2010; 163: 51-9.

Referéncia a um livro:
[2] Strunk Jr W, White EB. Os elementos de estilo. 4* ed. Nova York: Longman; 2000.
Referéncia a um capitulo em um livro editado:

[3] Mettam GR, Adams LB. Como preparar uma versao eletronica de seu artigo. In: Jones BS,
Smith RZ, editores. Introdugao a era eletronica, Nova York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281—
304.

Observe o formato abreviado para o numero da tltima pagina. por exemplo, 51-9, e que para

mais de 6 autores, os primeiros 6 devem ser listados seguidos por 'et al.'
Fonte de abreviacdes de periodicos

Os nomes das revistas devem ser abreviados de acordo com a Lista de abreviacdes de palavras

de titulo



