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RIBEIRO, K. H. C. Efeito tempo-dose-resposta do montelucaste no processo de
reparo alveolar em camundongos 129Sv/Ev. 2021. 73 f. Dissertacédo (Mestrado) —

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.
RESUMO

Metabolitos do acido araquidbénico sdo conhecidos por exercerem importante papel
nos processos inflamatadrios e no metabolismo do tecido 6ésseo. No entanto, as a¢oes
pontuais, especialmente dos leucotrienos derivados da 5-lipoxigenase (5-LO) sobre o
processo de reparo 6sseo intramembranoso sdo pouco exploradas. O presente estudo
tem como objetivo analisar os efeitos tempo-dose-resposta da droga montelucaste
(MTK), potente antagonista dos receptores de cisteinil leucotrienos tipo 1 (CisLT1RS),
no curso do reparo alveolar pés-exodontia em camundongos 129Sv/Ev, bem como
nos niveis plasmaticos de marcadores 0sseos bioquimicos. Para tanto, foram
utilizados 70 camundongos machos jovens divididos em quatro grupos, de acordo com
o tratamento: C - Grupo Controle (n&o tratados); CV - Grupo Controle Veiculo, 20 uL
de solucéo fisioldgica (SF) 0,9%; MTK2 -2 mg/kg de MTK e MTK4 — 4 mg/kg de MTK.
Os animais dos grupos CV, MTK2 e MTK4 foram tratados diariamente por via oral,
iniciando 24 horas antes do procedimento cirdrgico, continuando até o final dos
periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias pés-operatorios. Ao final dos periodos
determinados, os animais foram submetidos a eutanasia para coleta de sangue para
analise bioquimica dos niveis de célcio, fosfato, fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP) total e fosfatase alcalina (FAL), coleta da maxila direita contendo os alvéolos
dentarios para serem analisados por meio de microtomografia computadorizada
(microCT), e analise histopatoldgica. Os resultados obtidos foram submetidos a testes
estatisticos considerando-se nivel de confianca de 5%. Observou-se aumento do
BV/TV para os animais tratados com MTK em relacdo aos grupos C e CV, tanto aos
14 dias quanto aos 21 dias, sendo maior no grupo MTK4 aos 14 dias em relacdo ao
grupo MTK2. Do mesmo modo, os animais tratados com MTK em ambas doses
apresentaram aumento significativo de Th.Th em comparacéo aos grupos C e CV aos
21 dias. Chamou a atencéao valores de BV/TV e Th.Th significativamente reduzidos no
grupo CV em comparacao ao C, indicando um efeito negativo da manipulacdo do
animal. Na analise histopatologica observou-se reparo 6sseo precoce nos animais

MTK2 e MTK4 em todos os periodos avaliados, em comparacéo aos do grupo C, bem



como atraso no processo de reparo no grupo CV aos 21 dias. Quanto aos marcadores
plasmaticos, observou-se aumento do célcio no grupo MTK4 em relagéo ao grupo C
aos 7 dias, e aos 21 dias também em relacdo ao grupo MTK2. Ja o fosfato mostrou-
se significantemente elevado nos periodos de 7 e 21 dias no grupo MTK2 em relacéo
aos demais grupos. FAL e TRAP total ndo apresentaram niveis plasmaticos
significativamente diferentes comparando-se 0s grupos e periodos. Considerando os
resultados obtidos, concluiu-se que o MTK exerceu efeito tempo-dose-dependente,
acelerando o processo de reparo 0sseo intramembranoso alveolar e interferindo nos

niveis plasmaticos de calcio e fosfato no presente modelo animal.

Palavras-chave: Camundongos. Leucotrienos. Inibidores de lipoxigenase. Cirurgia
Bucal. Densidade 0ssea. Biomarcadores.
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ABSTRACT

Arachidonic acid metabolites are known to play an important role in inflammatory
processes and in bone metabolism. However, the role of these products on alveolar
bone repair post tooth extraction remains to be explored, especially leukotrienes,
derived from 5-lipoxygenase (5-LO). The present study aims to analyze the time-dose-
response effects of the drug montelukast (MTK), a potent type 1 leukotriene cystenyl
antagonist (CisLT1RS), in the alveolar repair process after extraction in male 129Sv/Ev
mice. For this purpose, 70 young male mice were used, divided into four groups: C -
Control Group (no treatment); VC - Vehicle Control Group, treated with 20 uL of 0.9%
SF; MTK2 - treated with 2mg / Kg of MTK and MTK4 - treated with 4mg / Kg of MTK.
The animals of the CV, MTK2 and MTK4 groups were treated daily orally (V.O.),
starting 24 hours before the surgical procedure, continuing until the end of the
experimental periods of 7, 14 and 21 days postoperatively. At the end of the
experimental periods, the animals were euthanized for blood collection for serum
markers as calcium, phosphate, tartrate-resistant acid phosphate (TRAP) and alkaline
phosphatasis (FAL), and to removal of the right maxilla containing the dental socket to
be analyzed under computed microtomography (microCT) and histopathology. The
results obtained were subjected to statistical tests considering a confidence level of
5%. Results revealed an increase in BV/TV for MTK vs. C and CV groups, in both 14
and 21 days time points. Of note, this increase was higher in MTK4 than in the MTK2
at 14 days. Considering Tb.Th, both MTK2 e MTK4 groups presented positive effects
in the BV/TV and Tb.Th increase when compared to controls groups (C and CV) at 21
days. A decrease in BV/TV and Tb.Th was observed in CV compared to C, as a
negative effect of animal manipulation. As observed in H&E sections, both MTK2 and
MTK4 experimental groups presented an early bone repair in comparison with C group
from 7 to 21 days. CV group presented a slight delayed bone healing compared to C.
Levels of calcium was increased in MTK4 in comparison to C and MTK2 at 7 and 21
days. Phosphate was significantly elevated at 7 and 21 days in MTK2 in comparison
to the other groups. Despite of beneficial effects on observed on morphological levels

on sites of healing (microCT and HE), no significant changes were found for bone



markers of remodeling in blood plasma (FAL and TRAP). Taken together, these results
indicate that MTK induced early bone healing post tooth extraction in 129Sv/Ev mice.
Thus, the inhibition of CysLT is suggested to exert a positive influence on

intramembranous bone repair post tooth extraction.

Keywords: Mice. Leukotrienes. Lipoxygenase inhibitors. Oral Surgery. Bone density.

Biomarkers.



Fig.1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

LISTA DE FIGURAS

Procedimento de exodontia do ICS direito (A) Camundongo
da linhagem 129Sv/Ev. (B) Aspecto clinico dos incisivos
superiores. (C) Alvéolo pos-exodontia. (D) Dente extraido.
(E) Presenca da papila dentéria no terco apical do dente

(seta).

Fluxo de trabalho executado para coleta do plasma. (A)
Representagdo do tubo cbnico heparinizado e apds coleta
de sangue (B) Centrifuga Hettich MIKOR 220/220R
(exemplo ilustrativo do site da Hettichlab). (C) Ciclo de
centrifugacéo (4000 rpm, 4°C, 10 minutos). (D). Separacao
do plasma ap0@s centrifugacéo, representacdo da separacao
dos componentes sanguineos (plasma, glébulos brancos,
glébulos vermelhos). (E) Coleta do plasma através de
micropipeta. (F) Armazenamento em ultracongelador a -80
°C.

Fluxo de trabalho executado para escaneamento e analise
dos alvéolos. (A) Equipamento de microCT SkyScan
1147v2 (exemplo ilustrativo do site da Bruker). (B) Maxilas
imediatamente apés o escaneamento. (C) Maxilas durante
a conversdo em imagem microtomogréafica pelo software
NRecon (Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica). (D) Exemplo de
alimento das maxilas no software DataViwer (Bruker
MicroCT, Kontich, Bélgica) apds reconstrucéo dos alvéolos.
(E) Exemplo de determinag&o do ROI no centro do alvéolo
para obtencédo de dados quantitativos por meio do software
CTan. (F) Imagem tridimensional do alvéolo dental obtida

por renderizacédo de volume no software CTvox.

Reconstrucdo axial dos alvéolos escaneados em MicroCT
aos 7, 14 e 21 dias, dos grupos C, MTK2, MTK4 e CV.

33

34

35

40



Fig. 5.

Fig. 6.

Fig. 7.

Fig. 8.

Analise Microtomogafica quantitativas. Analises referentes
aos parametros (A) BV/TV% (proporcao de 0sso por tecido
total), (B) Tb.Th (espessura em mm de trabaculas 6sseas
neoformadas) e (C) Th.Sp (separacdo em mm entre as
trab4culas ésseas neoformadas). (*) Diferencas estatisticas
entre 0s grupos. Foi utilizado o teste de analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Tukey, sendo considerado nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

Analise histolégica do processo de reparo alveolar dos
grupos C, MTK2, MTK4 e CV, nos periodos de 7, 14 e 21
dias pos-exodontia. Fotomicrografias sdo representativas
da regido média do alvéolo dental, onde nota-se:
preservacdo da cortical alveolar (setas pretas); presenca
de coagulo (Cg); evolucado para tecido de granulacao (TG)
e inicio de neoformacdo Ossea (seta branca) aos 7 dias;
trabéculas 6sseas neoformadas (*) aos 14 e 21 dias nos
grupos C, MTK2 e MTKA4. Atraso de neoformacao 6éssea no

grupo CV. Coloracao HE; objetiva de 10x.

Imagens representativas do aspecto histopatolégico dos
grupos C, MTK2, MTK4 e CV aos 7, 14 e 21 dias

experimentais (HE; aumento original 100x).

Parametros bioquimicos plasméaticos do metabolismo
0sseo entre os grupos C, MTK2 e MTK4. (A) Célcio, (B)
Fosfato, (C) Atividade da fosfatase alcalina total (FAL), e
(D) atividade da fosfatase acida resistente ao tartarato total
(TRAP). (*) Diferencas estatisticas entre os grupos. Foi

utilizado o teste de andlise de variancia (ANOVA) de uma

41

43

44



via seguido pelo teste de comparac6es mdultiplas de Tukey, 45

sendo considerado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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1 INTRODUCAO®

A descoberta dos metabdlitos gerados a partir do 4cido araquiddnico (A.A.),
tais como os leucotrienos (LTs), permitiu um melhor entendimento da atuacéo de suas
enzimas com relacdo a resposta inflamatoria [1]. A 5-lipoxigenase (5-LO), consiste em
uma das principais enzimas da via lipoxigenase (LOX) e sua inibicdo ou bloqueio
impedem a formagéao de todas as classes de LTs. A partir destas informacdes, foram
realizados estudos utilizando camundongos geneticamente modificados (knockout)
para 5-LO (5-LOKO) e utilizando drogas que inibem esta via, a fim de permitir um
melhor entendimento sobre seu papel em diferentes doencas inflamatorias das vias
aéreas superiores como a asma [2], bem como doencas de carater osteolitico como a
artrite reumatoide [3,4] e a periodontite [5]. No entanto, a relacdo entre estas enzimas

e 0 processo de reparo 0sseo ainda carece de esclarecimentos.

O osso é um tecido dinamico, cuja matriz mineralizada é mantida pela atividade
coordenada de células 6sseas especializadas tais como, osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos [6,7,8,9]. O osso alveolar, possui alta atividade de remodelacdo, em
resposta as demandas do sistema estomatognético [10] e apesar de sua origem
embriologica diferente, € biologicamente e estruturalmente comparavel aos demais
0ssos do corpo. A remodelacdo O0ssea consiste em processo de equilibrio entre
reabsorcdo e a neoformacdo 6ssea, sem que haja alteracdes funcionais [6,11,12].
Sendo assim, a homeostasia e a capacidade de reparo do tecido 6sseo dependem do
balanco dinamico entre estes dois eventos, assim como depende da acao de diversos
fatores locais e sistémicos, incluindo horménios (como a vitamina D3, estrogeno e
paratormoénio), citocinas e fatores de crescimento [13,14]. Dessa forma, um
desequilibrio nesse processo pode resultar doencas 6sseas, havendo assim perda ou

ganho de massa 6ssea em niveis nao fisiolégicos [15,16,17].

Apos a exodontia, o alvéolo dental é preenchido por coagulo sanguineo, e
ocorre entdo a migracdo de células de inflamacdo, especialmente leucdcitos,
desencadeando uma cascata de liberacdo de mediadores inflamatdrios, dentre eles,
metabolitos do A.A. Em seguida, ocorrem as fases proliferativa, de diferenciacdo e

deposicao de matriz 6ssea, e por fim, a fase de maturacdo 0ssea [18].

* Formatado de acordo com as normas da revista Bone (https://www.journals.elsevier.com/bone)
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Os acidos graxos poli-insaturados (PUFASs), do inglés Polyunsaturated Fatty
Acids, representam tipos de lipidios esterificados nos fosfolipidios nas membranas
celulares dentre os quais destaca-se o A.A., cujos metabolitos, denominados
eicosanoides, atuam como potentes mediadores nos processos inflamatorios e na
resposta imunologica [19]. A fim de gerar os eicosanoides, os A.A. precisam ser
liberados das membranas pela acdo da fosfolipase A2 citosolica (cPLA2), e
posteriormente serem metabolizados por meio de rotas oxidativas enzimaticas via
cicloxigenase (COX) e b5-LO gerando os chamados prostandides e LTs,
respectivamente [20]. No grupo dos prostandides encontram-se as prostaglandinas
(PGs), tromboxanos e prostaciclinas [21], responsaveis pelos efeitos de dor, febre,
eventos vasculares e pela regulacdo da migracdo e ativacdo de células do sistema
imunologico. JA os LTs controlam a permeabilidade vascular, a contracdo da
musculatura lisa e a ativacdo das células do sistema imunoldgico [22]. No entanto,
apesar dos tradicionais efeitos dos eicosanoides nas condi¢cfes inflamatérias e
imunologicas, o0s mesmos também exercem importante influéncia sobre o

metabolismo do tecido 6ésseo dependendo da isoforma enziméatica predominante [23].

Varios estudos tém se concentrado nas enzimas envolvidas no metabolismo
do A.A., seus metabdlitos e nos receptores de seus metabdlitos no processo de
reabsorcdo 6ssea desencadeada pela inflamag¢do. Denomina-se COX-1 a enzima
constitutivamente presente nos tecidos, a partir da qual sdo gerados os prostandides
necessarios para a hemostasia tecidual. No entanto, no ano de 1989, uma isoforma
induzivel de COX foi identificada [24] e denominada COX-2, a qual é ativada por
diferentes estimulos, predominantemente inflamatérios, como lipopolissacarideos
(LPS), interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF), entre outros, e tem

importante papel na osteoblastogénese e reparo 6sseo [11,19, 25,26].

Evidéncias sobre os efeitos da COX-2 no tecido 6sseo tomaram maior
destaque quando do advento dos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES)
especificos para inibicdo da COX-2, os chamados coxibs, como por exemplo o
celecoxibe, eterocoxibe, rofecoxibe. A partir de inimeros trabalhos, constatou-se a
relacdo da COX-2 e a sua importancia para a osteoblastogénese e reparo 0sseo, uma
vez que a administracdo prolongada dos coxibs interferiam negativamente nos

processos de reparacao 6ssea [27,28].
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De modo contrério, os metabdlitos gerados a partir da 5-LO também exercem
efeitos no processo de remodelacdo Ossea, sendo responsaveis pela
osteoclastogénese. O A.A. € metabolizado pela 5-LO a partir de sua interagdo com
uma proteina de membrana nuclear, denominada Proteina Ativadora da 5-
Lipoxigenase (FLAP). Sendo assim, a 5-LO resulta na formacao do leucotrieno A4
(LTA4), sendo convertido em LTB4 por uma reagdo enzimatica mediada pela
hidrolase LTA4. Quando conjugada com glutationa por LTC4, formam os cisteinil
leucotrienos (CisLTs), LTC4, LTD4 e LTE4 respectivamente [26,29,30,31]. Estas
alteracdes ocorrem, possivelmente, pela participacdo dos LTs nos varios estagios de
formacao, desenvolvimento e ativacdo destas células [22,24]. Além disso, uma das

funcdes do receptor-1 de CisLT (CisLTR1) é a inducédo do sinal de Ca2* intracelular

[24]. No inicio da osteoclastogénese, o0 RANKL aumenta a concentracao de Ca2* no
interior das células precursoras dos osteoclastos, ativando o fator nuclear de ativacao
das células T/C1 (NFATcl), principal fator de transcricdo dos genes osteoclasticos,
pela fosfatasecalcineurina e deste modo, regulando a formacgéo dos osteoclastos via

sinalizagdo deste ion [32,33].

Deste modo, a COX-2 e a 5-LO exercem efeitos opostos. Os mecanismos pelos
quais os LTs atuam sobre a remodela¢gdo 6ssea comegaram a ser investigados por
meio de estudos in vitro que demonstraram que os LTs estimulam osteoclastos e
consequente reabsorcdo 0ssea [34]. Posteriormente, evidéncias apoiadas em estudos
in vivo, revelam que a auséncia de atividade da 5-LO pode causar alteracdes 0sseas
morfolégicas importantes como aumento da espessura da por¢éo cortical associada
a diminuicdo no namero e atividade das células osteoclasticas [19,26,27,29]. Quanto
ao reparo 0sseo, ha evidéncias de que a ablacdo genética da 5-LO acelera
significativamente a consolidacédo de fraturas de ossos longos em modelos animais
[19,26,27,29], uma vez que a perda da atividade de 5-LO resulta em uma fase
condrdide mais pronunciada e uma transicdo mais rapida para a formacéo 6ssea em
modelos de roedores [29,30]. De fato, em um estudo anterior do nosso grupo, foi
demonstrado que camundongos 5-LOKO, apresentam capacidade de cura musculo-
esquelética melhorada durante o envelhecimento, quando comparadas aos selvagens
ou WT (do inglés Wild Type) [35].
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A partir destas informacodes, estudos a respeito da inibigcdo da 5-LO tem sido
desenvolvidos a fim de se investigar seu papel sobre a acdo osteoclastica e
consequentemente reabsortiva, em condicdbes onde a formacdo Ossea se faz
necessaria, como por exemplo, no reparo de fraturas 0sseas, e pds-exodontia. No
entanto, a condigdo KO ocorre desde o desenvolvimento do animal, e pode interagir
com outras regides do genoma que se relacionam com esta via em animais 5-LOKO,
como a downregulacdo de metalotioneina tipo 2 (MT2) e fosfoproteina 1 secretada
(SPP1), genes importantes para o metabolismo ésseo [36]. Sendo assim, este modelo
animal é de grande valia para entender inicialmente o efeito do blogueio do gene desta
enzima, enquanto que, o uso de farméacos especificos para inibir a via 5-LO, como o
Zileuton® [37,38], ou antagonistas dos receptores para CisLTs, como o Pranlucaste®
[39] e Montelucaste®, em animais WT, podem ser uma estratégia efetiva no sentido
de estudar seu papel pontual diante de uma condicao [30]. O MTK, é um antagonista
do CisLTR1 altamente seletivo e esta no mercado para o tratamento de manutencéo
da asma, mediada por CisLTs, além de rinite alérgica e urticaria de longa duracéo
[40,41].

Embora existam evidéncias do papel destes medicamentos na remodelacéo
ossea [30], e do seu efeito positivo no reparo 6sseo de o0ssos longos em roedores
[30,32], o efeito destes farmacos comercialmente disponiveis ndo foi ainda testado em
modelos de reparo de ossos intramembranosos. Sendo assim, uma vez que os CisLTs
tem sido descritos como mediadores da osteoclastogénese, além do seu papel
inflamatorio [20,24], torna-se oportuna sua investigacao sobre o reparo 6sseo alveolar
pés-exodontia, por tratar-se de condicdo de interesse para otimizacdo dos
procedimentos de reabilitacdo e restabelecimento das funcdes do sistema
estomatognatico. Deste modo, propfe-se com o presente estudo analisar o efeito
tempo-dose-resposta do MTK durante o processo de reparo 6sseo alveolar pos-
exodontia em camundongos 129Sv/Ev machos, além de analisar seu efeito nos niveis

plasmaticos para os marcadores 6sseos de calcio, fosfato, TRAP total e FAL.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo tem por objetivo avaliar o papel do tempo-dose-resposta do
MTK ao longo do processo de reparo alveolar pds-exodontia em camundongos

129Sv/Ev machos jovens.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar o efeito tempo-dose-resposta do MTK (2 mg/kg e 4 mg/kg) sobre o
padrdo morfolégico e quantitativo de reparo alveolar de incisivos superiores recém-
extraidos, por meio de avaliacdo microtomogréfica, histolégica, bem como sobre os

niveis plasmaticos de célcio, fosfato, TRAP total e FAL.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para este estudo, 70 camundongos jovens machos 129Sv/Ev foram obtidos
do Biotério Central para Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Brasil (CCCE-FMRP-USP), e alojados
no Biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA /UNESP), sob aprovacao
da Comissdo de Etica no Uso de Animais, protocolo no #00464-2019 (ANEXO). Os
animais foram divididos em 4 grupos distintos e analisados em trés periodos
experimentais, conforme a Tabela 1. Os animais apresentavam idade média de 12
semanas e peso médio de 28 gramas. Todos os animais foram mantidos sob
condicBes controladas de temperatura (22 + 2 °C), umidade relativa de 40-70% e ciclo
claro escuro 12/12 horas. A dieta padrdo (Racdo Ativada Produtor - Anderson &
Clayton S.A.®, Sao Paulo, Brasil) e agua foram fornecidas ad libitum, com excecao
das primeiras 24 horas pdés-cirurgia em que a alimentacado foi triturada. Todos os
procedimentos seguiram as normativas do CONCEA (Conselho Nacional para o
Controle da Experimentacdo Animal no Brasil), do Guia para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério do National Institutes of Health (Institute of Laboratory Animal

Resources (EUA), bem como do Recomendacdes das diretrizes ARRIVE [42].

Grupos
Periodos n total do
C MTK?2 MTKK4 CV periodo
¥ eRE 7 7 7 0 21
I el 7 7 7 0 21
sl ke 7 7 7 7 29
Vsl 21 21 21 7 70

Tabela 1. Contingente de animais utilizados organizados de acordo com 0s grupos e

tempos experimentais.
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3.2 Desenho Experimental

Os animais foram distribuidos em quatro grupos distintos de acordo com o
tratamento (Tabela 2): Controle (C): controle negativo, sem tratamento; (CV): controle
veiculo, soro fisiolégico (SF) 0,9% estéril, MTK2: 2 mg/kg/dia de MTK (CAS no
151767-02-1 Cayman Chemicals®, Michigan-EUA) e MTK4: 4mg/Kg/dia de MTK. O
MTK foi diluido em SF 0,9% estéril e administrado por via oral (V.0O.). Os
camundongos do grupo MTK2 receberam um volume de 10 yL da solucéo e os do
grupo CV e MTK4 receberam um volume de 20 uL da solucdo, a cada 24 horas,
durante todos os periodos experimentais. Os grupos foram distribuidos e analisados
em trés periodos experimentais: 7, 14 e 21 dias apds o procedimento de exodontia,
com um total de sete animais por grupo/periodo, exceto para o grupo CV, que foi
analisado apenas para periodo de 21 dias, afim de se observar possiveis alteracdes
devido a manipulacdo do animal. O tamanho da mostra a priori e o calculo amostral
foram determinados com a ferramenta on line

(http://www.stat.uiowa.edu/~rlenth/Power), disponibilizada por Lenth 2009 [43]. Os

parametros calculados para o tamanho da amostra incluiram o poder (1 - ) de 0,95 e
erro-a de 0,05 em um modelo experimental de comparacdo de médias entre 0s
grupos, com um ndmero minimo de 7 animais por  grupo.
De acordo com o célculo de poder, a inclusdo de sete animais por grupo / ponto no
tempo foi determinada como suficiente para detectar uma diferenca estatisticamente
significativa de 15% do volume 6sseo entre as amostras com um poder de 80% a um
nivel de significancia de 5%. Esses numeros também foram determinados com base

em estudos anteriores de nosso grupo [35].

Identificacdo do | n Tratamento
grupos
C 21 |Sem tratamento.
MTK 2 21 |2 mg/kg de MTK diluido em 10 yL de sf 0,9% V.O. a cada
24 horas iniciando 24h antes do procedimento cirdrgico.
MTK4 21 |4 mg/kg de MTK diluido em 20 pL de sf 0,9% V.O. a
cada 24 horas iniciando 24 h antes do procedimento
cirurgico.
CVv 7 |20 uL de soro fisiolégico 0,9% V.O. a cada 24 horas
iniciando 24 h antes do procedimento cirargico.
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Tabela 2. Apresentacdo dos grupos de acordo com o tratamento recebido.

3.3 Cirurgia e Coleta dos Espécimes

3.3.1 Procedimentos Cirargicos

Para a realizacdo da exodontia do incisivo superior direito, os animais foram
submetidos a sedacdo profunda administrada via intraperitoneal (IP), utilizando
combinac¢éo do sedativo cloridrato de quetamina (75 mg/kg - Dopalen®, Agribrans do
Brasil LTDA) com o relaxante muscular xilazina (10 mg/kg - Anasedan®, Agribrands
do Brasil LTDA). Procedeu-se a antissepsia da cavidade bucal com polivinilpirrolidona
1% topica (PVPI) (Dermoidine® - Gessy Lever Industrial Ltda.), montagem dos
campos cirdrgicos estéreis e 0 incisivo extraido seguindo a técnica de exodontia em
camundongos [44]. Foi realizada uma incisdo sulcular ao redor do dente incisivo
superior (ICS) direito com lamina de bisturi para pequenos roedores. Em seguida
realizada divulsdo da mucosa inserida e luxacdo com auxilio de uma sonda
exploradora n° 5 adaptada, e uma pinca para pequenos roedores para a apreensao e
extracao propriamente dita do dente. Apds a exodontia, analisou-se o dente extraido
para confirmagdo da presenca da papila dentaria (Fig. 1), por meio de microscépio
estereoscopico (DF Vasconcelos) nos aumentos de 16x e 25x.

e
(e

LT OO TR R
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Figura 1. Procedimento de exodontia do ICS direito (A) Camundongo da linhagem
129Sv/Ev. (B) Aspecto clinico dos incisivos superiores. (C) Alvéolo pos-exodontia. (D)

Dente extraido. (E) Presenca da papila dentaria no terco apical do dente (seta).

3.3.2 Coleta dos Espécimes

Sete animais por grupo foram selecionados aleatoriamente, apés 7, 14 e 21
dias das exodontias, e submetidos a sedacdo profunda administrada por via IP,
utilizando uma combinacdo do sedativo cloridrato de quetamina (80 mg / kg -
Dopalen®, Agribrans do Brasil LTDA) com o relaxante muscular xilazina (15 mg / kg -
Anasedan®, Agribrands do Brasil LTDA), e sendo sacrificados por decaptagéo por
meio de guilhotina para coleta de sangue em microtubos de centrifugagédo de 2,0 mL
para obtencdo de plasma por centrifugacéo (4000 rpm , 4°C, 10 minutos) (Hettich®
MIKRO 220/220R centrifuge, Tuttlingen, Germany). O plasma coletado foi
armazenado a -80°C até o momento das analises bioquimicas (Fig.2). Posteriormente,
as amostras de maxila contendo os alvéolos direitos foram coletadas com o emprego
de uma lamina n° 20 acoplada ao cabo de bisturi [45], e imediatamente imersas em
formol tamponado a 10% e armazenadas em temperatura ambiente por 48 horas.
Apos esse periodo, foram lavadas em agua corrente por 24 horas, acondicionadas em
etanol hidratado 70° e encaminhadas para obtencao das imagens em MicroCT, antes

de serem desmineralizadas e processadas para as analises histoldgicas.
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Figura 2. Fluxo de trabalho executado para coleta do plasma. (A) Representacéo do
tubo conico heparinizado e apds coleta de sangue (B) Centrifuga Hettich MIKOR
220/220R (exemplo ilustrativo do site da Hettichlab). (C) Ciclo de centrifugacéo
(4000rpm, 4°C, 10 minutos). (D). Separacdo do plasma apds centrifugacéo,
representacdo da separacdo dos componentes sanguineos (plasma, glébulos brancos,
glébulos vermelhos). (E) Coleta do plasma através de micropipeta. (F) Armazenamento

em ultracongelador a -80 °C.

3.4 Micro-CT

As maxilas contendo os alvéolos direitos foram digitalizadas em microCT(uCT)
da marca Skyscan, modelo 1174 System (Kontich, Bélgica), com um tempo de
aquisicao de 33minutos, a 50 kV, 800 pA, com filtro de aluminio de 0,5 mm, 180 graus
de rotacado e faixa de exposi¢cdo de 1 grau, sendo as imagens capturadas com uma
resolucdo de resolucédo de 1304 x 1024 pixels, com um tamanho de voxel de 14um.
Posteriormente, as imagens obtidas foram reconstruidas no software Nrecon
(Skyscan), realinhadas no software DataViewer no sentido axial, para posterior analise
quantitativa e qualitativa do tecido 6sseo neoformado, e analisadas no software
CTAnalyzer (SkyScan), para a quantificacdo de diferentes parametros trabeculares
(Fig. 3). Posteriormente, as imagens foram reconstruidas em 3D por meio do software
CTvox. Os seguintes parametros foram analisados: fracdo de volume 6sseo (BV /
TV,%), espessura trabecular (Tb.Th, mm) e separacao trabecular (Tbh.Sp, mm). As
regides de interesse (ROIs) foram definidas com base na literatura, englobando os

trés tercos dos alvéolos [46,47].




36

Figura 3. Fluxo de trabalho executado para escaneamento e andlise dos alvéolos.
(A) Equipamento de microCT SkyScan 1147v2 (exemplo ilustrativo do site da Bruker).
(B) Maxilas imediatamente apds o escaneamento. (C) Maxilas durante a conversao em
imagem microtomografica pelo software NRecon (Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica).
(D) Exemplo de alimento das maxilas no software DataViwer (Bruker MicroCT, Kontich,
Bélgica) apos reconstrucao dos alvéolos. (E) Exemplo de determinacao do ROI (circulo
vermelho) no centro do alvéolo para obtencdo de dados quantitativos por meio do
software CTAN.Osso alveolar (seta azul), dente intacto, lado controle (seta amarela),
alvéolo pos-extracao (seta branca). (F) Imagem tridimensional do alvéolo dental obtida

por renderizagcédo de volume no software CTvox.

3.5 Analises Bioquimicas

3.5.1 Concentracéo Plasméatica do Calcio e Fosfato

A concentragdo de calcio plasmaética foi determinada pelo método Arsenazo lll,
enquanto o fosfato inorganico plasmaético foi analisado pelo método do molibdato de
amonio, ambos utilizando um kit comercial adquirido na Bioclin® (Belo Horizonte, MG,

Brasil) de acordo com métodos previamente descritos [48,49].
3.5.2 Atividade Total de TRAP e FAL

A atividade TRAP foi medida por hidrélise de p-nitrofenilfosfato (p-NPP) a p-
nitrofenil (p-NP) em pH 5,8, na presenca de tartarato de sddio e p-hidroximercurio
benzoato [50,51], este dltimo atua inibindo as fosfatases &cidas de baixa massa
molecular [52]. A atividade da FAL foi medida com base na capacidade dessa enzima
em catalisar a hidrolise de p-NPP a p-NP em pH 9,4, na presenca de cloreto de
magneésio [53]. Em ambas as determinacgfes, a formacdo de p-NP foi determinada

espectrofotometricamente por meio da leitura da absorbancia a 405 nm, usando um

coeficiente de extingdo molar de 18.000 M~L cm™1. Controles sem enzima foram
incluidos com cada ensaio para ajustar a hidrolise ndo enzimatica de p-NPP. Uma
unidade de atividade enzimatica € definida como a quantidade de enzima necessaria
para hidrolisar 1 ymol de p-NPP por minuto a 37 °C. As atividades TRAP e FAL foram

expressas em U/L.
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3.6 Procedimentos Histotécnicos

Finalizadas as capturas de imagem e escaneamentos dos espécimes, 0s
mesmos foram acondicionados em solucao de acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(Merck, Darmstadt, Alemanha) a 10% tamponado com pH 7,0, com trocas realizadas
duas vezes por semana por 20 dias aproximadamente, até ndo apresentarem
resisténcia ao corte com navalha. Posteriormente, as amostras foram novamente
lavadas em agua corrente por 12 horas e submetidas a técnica de rotina para inclusao
em parafina Histosec® (Darmstadt, Alemanha). Para a inclusdo, procedeu-se a
desidratacdo dos espécimes em banhos de solucdo de etanol. Em seguida, as
amostras foram diafanizadas em xilol, e por fim incluidas em parafina para confeccao
dos blocos. Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histologicos semi-
seriados no sentido transversal (perpendicular ao longo eixo do alvéolo dental),
utilizando-se micrétomo Leica Jung RM 2045. Foram obtidos cortes semi-seriados de

4 um de espessura para coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE).

3.7 Analise histopatolégica em HE

A andlise histologica qualitativa foi realizada com emprego de um microscopio
optico binocular na regido de terco médio do alvéolo dental, dos diferentes periodos
experimentais (7, 14 21 dias) para todos os grupos (C, CV, MTK2 e MTK4),
considerando-se 0s seguintes parametros: presenca de coagulo e tecido de
granulacao, padrao do infiltrado inflamatério, neoformacéo, maturacao e remodelacdo

do tecido 6sseo neoformado.

3.8 Métodos Estatisticos e Analise de poder

Os dados quantitativos foram inicialmente analisados quanto a distribuicdo de
normalidade por meio do teste Shapiro-Wilk. Os dados dentro da distribuicdo de

normalidade foram posteriormente avaliados por meio do teste One Way ANOVA
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seguido de Tukey. Dados fora da distribuicdo foram analisados pelo teste Kruskal
Wallis seguido de Dunn.

Todos os testes estatisticos serdo avaliados a um nivel de significancia de 5%
(p < 0,05) e serdo aplicados por meio dos programas GraphPadInStat e Prism5
(GraphPad, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS
4.1 Andalise microtomografica

A microCT permitiu uma analise descritiva (quantitativa) por meio de
reconstrucao tridimensional (3D) do reparo 6sseo dos alvéolos direitos, durante os
trés periodos experimentais analisados (7, 14 e 21). As maxilas foram submetidas a
escaneamento em microCT, reconstruidas (utilizando os softwares NRecon e
DataViewer). Para melhor representar a evolucéo do reparo nas regides mais centrais
do alvéolo, utilizou-se o plano de secc¢do transaxial, na altura do terco médio do
alvéolo. Dentro de uma escala de densidade tomogréfica, as estruturas hiperdensas
representam o tecido 6sseo maduro das estruturas ao redor do alvéolo, servindo como
parametro de comparacdo com a densidade tomografica observada na area do
alvéolo dental ao longo dos diferentes periodos (Fig. 4). Em seguida analisadas por
meio do software CTAnalyzer (SkyScan), para determinacdo do volume 0sseo
neoformado em relacdo a quantidade total de tecido (BV/TV), bem como para
parametros morfolégicos como espessura (Tb.Th, mm) e separacdo de trabéculas
(Tb.Sp, mm) (Fig.5).

Os resultados microtomograficos qualitativos observados na Figura 4
demonstram uma baixa hiperdensidade no interior dos alvéolos de todos os grupos,
no periodo de 7 dias, uma vez que este corresponde ao inicio da mineralizacdo da
nova matriz 6ssea sendo depositada. Ja nos periodos de 14 e 21 dias, areas
hiperdensas sédo visiveis em todos os grupos. No que diz respeito ao grupo C, a
evolucdo do reparo 6sseo encontra-se de acordo com o ja observado em outros
estudos utilizando reparo alveolar do incisivo superior direito em camundongos [28],
sendo observada uma maior hiperdensidade do grupo C aos 21 dias em comparacao
com o grupo CV. Importante notar que os grupos MTK2 e MTK4 apresentaram maior
hiperdensidade comparados aos grupos C e especialmente CV aos 21 dias.
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C MTK2 MTK4 cvV

Figura 4. Reconstrucdo axial dos alvéolos escaneados em MicroCT aos 7, 14 e 21
dias, dos grupos C, MTK2, MTK4 e CV.

Os resultados qualitativos foram coerentes com os resultados observados na
andlise quantitativa. Por meio da andlise quantitativa, graficamente representada na
Figura 5, observa-se que os grupos MTK2 e MTK4 revelaram maior BV/TV (%) aos
14 (46,00+5,60 / 77,40+3,90) e 21 (86,15+2,24 / 80,46%4,77) dias comparados aos
grupos C (33,50+5,50 / 54,83+4,02) e CV (42,615,27), sendo que o grupo MTK4
(77,40+3,90) apresentou valores maiores em relacdo ao grupo MTK2 (46,00£5,60)
para os 14 dias. Nota-se que aos 21 dias, o grupo CV (42,6+5,27) apresentou menor
BV/TV em relacédo ao C (54,83+4,02), indicando um efeito negativo da manipulagéo
do animal sobre o reparo (Fig. 5A). Em relacdo aos parametros morfolégicos
indicativos da qualidade trabecular, observa-se que ambos MTK2 (0,4+0,07) e MTK4
(0,22+0,07) tiveram efeitos positivos em aumentar a espessura das trabéculas (Th.Th)
em comparacdo ao C (0,42+0,01) e CV (0,16+0,064) aos 21 dias (Fig. 5B). Os
resultados néo revelaram diferenca estatistica da separacdo das trabéculas (Tb.Sp)

(Fig. 5C) entre os grupos e periodos (p < 0,05).
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Figura 5. Analise Microtomogéfica quantitativas. Analises referentes aos parametros
(A) BVITV% (proporcao de osso por tecido total), (B) Th.Th (espessura em mm de
trabaculas 6sseas neoformadas) e (C) Th.Sp (separacdo em mm entre as trabaculas
0sseas neoformadas). Os graficos apresentam valores da média e desvio padrao, e
as diferencas estatisticas sdo apresentadas pelo simbolo *. Foi utilizado o teste de
analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de comparacoes

multiplas de Tukey, sendo considerado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.2 Analise Histopatoldgica

4.2.1 Anélise Histoldgica Descritiva

Realizou-se inicialmente a descricdo histolégica qualitativa do reparo 6sseo
alveolar em cortes histologicos do alvéolo dental dos camundongos do grupo C, sendo
estes dados utilizados como um controle em comparacao do reparo 0sseo alveolar
dos camundongos CV, MTK2 e MTK4. Primeiramente, as amostras foram
representadas em uma visdo panoramica do terco médio do alvéolo dental (Fig.6)
registradas em objetiva de 10x, mostrando assim a cinética do processo de reparo
alveolar. Em seguida, as amostras foram analisadas em corte transversal do tergo

médio do alvéolo e visualizadas em objetiva de 100x (Fig. 7).
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Aos 7 dias, os alvéolos do grupo C apresentaram predominéncia de tecido de
granulacdo. Quanto aos grupos MTK2 e MTK4 apresentaram aspecto histopatoldgico
bastante similares ao longo dos periodos analisados, sendo que aos 7 dias os alvéolos
apresentavam-se preenchidos por tecido de granulagdo com numerosos vasos
sanguineos e moderado infiltrado inflamatdrio predominantemente mononuclear
difuso. De permeio, observaram-se focos de codgulo sanguineo, bem como atividade

osteogénica com discreta deposicédo de matriz éssea.

Aos 14 dias, os alvéolos do grupo C apresentaram predominancia de tecido
0sseo neoformado. Quanto aos grupos MTK2 e MTK4, as trabéculas Osseas
neoformadas apresentavam-se espessas e em fase de maturacdo, além de ser

possivel observar uma discreta atividade osteoclastica.

No periodo de 21 dias, os alvéolos do grupo C ja se encontravam preenchidos
por tecido 6sseo em fase de maturacdo. Ja os alvéolos dos grupos MTK2 e MTK4
mostravam-se preenchidos por espessas trabéculas 0sseas regulares em fase de
maturacdo, ora revestidas por osteoblastos, ora por células de revestimento,
apresentando discretas areas com atividade osteoclastica. Neste mesmo periodo,
chamou atencdo o atraso no processo de reparo do grupo CV, o0s quais exibiam
alvéolos preenchidos predominantemente por tecido conjuntivo frouxo ricamente
vascularizado, com discreto infiltrado inflamatério mononuclear e eventuais
polimorfonucleares neutréfilos. Na periferia dos alvéolos, bem como permeando o
tecido conjuntivo, viam-se trabéculas 6sseas neoformadas, ora em maturagéo, ora em

remodelacdo. Também foram observados discretos focos de atividade osteogénica.
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4.3 Resultados de marcadores plasmaticos

Os niveis de célcio (mg/dL) observados na figura 8A foram significativamente
maiores no grupo MTK4 (10,36+0,40 e 11,07+0,51) comparado aos controle
(7,80+0,71 e 8,19+1,34) aos 7 dias, enquanto que aos 21 dias, os valores de MTK4
foram significativamente maiores que os do MTK2 (8,73+1,00 e 8,90+0,50) e controle.
Os valores do fosfato (mg/dL) apontaram aumento significativo no grupo MTK2
(2,26+0,54 e 2,00+0,44) em comparacdo ao MTK4 (1,74+0,50 e 1,73+0,08) e grupo C
(1.66+0.30 e 1.28+0.14) aos 7 e 21 dias (Fig. 8B). No entanto, aos 14 dias, o0 grupo
MTK4 mostrou aumento significativo com 2,12+0,11 comparado ao MTK2 com
1,68+0,16 e C com 1,60+0,20 (Fig. 8B). Nao foram detectadas diferencas significantes
para FAL (Fig. 8C) e para a TRAP (Fig. 8D).
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Figura 8. Parametros bioquimicos plasméaticos do metabolismo 6sseo entre 0s grupos
C, MTK2 e MTK4. (A) Calcio, (B) Fosfato, (C) Atividade da fosfatase alcalina total
(FAL), e (D) atividade da fosfatase acida resistente ao tartarato total (TRAP).(*)

Diferencas estatisticas entre os grupos. Foi utilizado o teste de analise de variancia
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(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de compara¢cdes mdultiplas de Tukey, sendo

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

A partir dos resultados obtidos pelo presente estudo foi possivel confirmar o
efeito tempo e dose-dependente da droga antagonista de CisLTs no curso do reparo
0sseo intramembranoso de alvéolos dentarios de camundongos, bem como nos niveis

de calcio e fosfato.

Considerando-se a saude geral dos animais, a inibicdo de CisLTs parece ndo
ter interferido negativamente em seus processos fisioldgicos. Clinicamente, os
animais apresentaram fenotipo e peso similar em comparacéo aos Controles (dados
ndo apresentados), diferentemente de animais 5-LOKO que possuem um fenétipo
mais robusto, uma vez que esta inibicdo resulta em um animal que apresenta uma
matriz 6ssea mais cortical e hiperdensa em comparacao com animais WT — selvagens
(do inglés, Wild Type) ja observados em um estudo anterior do nosso grupo [35], além
de apresentarem menor nimero de osteoclastos e consequentemente, diminuicdo do
turnover 6sseo e possibilidade de manutencdo de sua massa 0ssea ao longo do

tempo, observado em estudos preliminares usando outras linhagens [12].

Roedores sdo comumente usados em estudos de biologia 6ssea e para testar
novas drogas. A escolha da linhagem utilizada baseou-se em estudos prévios de
fenotipagem Gssea, que mostraram que os camundongos 129Sv/Ev apresentam uma
maior densidade 6ssea quando comparado a outras linhagens populares como o0s
C57Bl/6 [54,55]. Estudos utilizando camundongos nocauteados para determinado
gene sdo Uteis para entender como sua delecédo afeta determinado comportamento.
No entanto, devido a algumas limitacdes como impossibilidade de replicacao clinica,
a utilizacdo de animais selvagens € preferivel pois permite a aplicagcdo de outros
mecanismos para fins semelhantes, como o uso de drogas bloqueadoras de produtos

gerados por vias especificas.

Sabe-se que as enzimas que metabolizam o A.A. interferem na homeostasia
do tecido 6sseo, bem como no processo de reparo deste tecido, sendo a COX-2
responsavel pela osteoblastogénese [20,21] e os LTs derivados da 5-LO pela
osteoclastogénese e reabsor¢cao 0ssea [23]. Sendo assim, o emprego de drogas que
apresentam um efeito inibidor especifico para CisLTS, como o MTK, nos permite

analisar seu efeito pontual diante de uma condi¢ao de injdria 6ssea [30,37,38,39].
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Os resultados obtidos no presente estudo séo bastante promissores, uma vez
que a influéncia desta inibicio em o0ssos intramembranosos € inédita. Estudos
pioneiros a respeito da influéncia dos metabdlitos da 5-LO no metabolismo 6sseo se
concentravam nas evidéncias demonstradas na porcéo cortical do tecido [11,23,29].
Do mesmo modo, estudo anterior utilizando animais geneticamente modificados para
a enzima 5-LO ja demonstrou a aceleracdo no processo de neoformacéo dssea pos-
injaria, porém, em modelo de fratura de osso endocondral [29,30,31]. No entanto,
foram as evidéncias obtidas em investigacéo a respeito da fenotipagem esqueletal de
camundongos 129Sv/Ev 5-LOKO que incentivaram o desenvolvimento do presente
estudo, uma vez que foi demonstrada um resultado benéfico de tal dele¢do sobre a
qualidade microarquitetural trabecular das regides de metafise distal do fémur e
vértebra L5 [32]. Considerando-se a qualidade e natureza do osso maxilar e da
necessidade de se fornecer condi¢cdes favoraveis para um processo de reparo do
alvéolo dentério pos-extracdo a fim de permitir procedimentos reabilitadores mais
promissores, desenvolveu-se o0 presente estudo. Assim, a compreenséo dos efeitos
da administracdo cumulativa de MTK no osso pode fornecer estratégias para melhorar

e acelerar o reparo 6sseo, comparando diferentes dosagens de drogas.

No presente estudo, analisamos duas dosagens de MTK (2 mg/kg/dia e 4
mg/kg/dia) ao longo de trés periodos experimentais (7, 14 e 21 dias), a fim de se
analisar o efeito tempo-dose-resposta do medicamento e possiveis resultados
distintos. Na literatura ndo foram encontrados estudos prévios utilizando estas
dosagens. No entanto, baseou-se em estudos que mostram a seguranga no
tratamento da asma em humanos adultos, utilizando 10 mg/dia [39] e estudos em
modelos de roedores com foco na analise do processo de reparo 6sseo de 0Sso0s
longos, utilizando 1,5 mg/kg/dia por 7 e 21 dias [32] e 5 mg/kg/dia, por periodos mais
longos de 12 semanas [30]. Em um estudo prévio de nosso grupo, avaliamos a
influéncia do MTK nos fémures e vértebras sobre os parametros microtomogréaficos
utilizando as dosagens de 2 mg/kg/dia e 4 mg/kg/dia (artigo em processo de
submissdo). Quanto aos tempos experimentais, os mesmos foram definidos
baseando-se em estudos prévios em camundongos C57BL/6-WT [44,55], onde o
tempo de 21 dias € considerado o estagio de finalizacdo do processo de reparo, devido
a maior quantidade de osso observada (em relacao a periodos mais prolongados) e

presenca de tecido 6sseo lamelar permeado por medula.
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Existem evidéncias do papel do MTK na remodelacdo 6ssea, ja que 0s LTs sédo
mediadores presentes no processo inflamatério. Estudos anteriores em roedores,
mostram que o tratamento com o MTK suprime e regula a formacéo de osteoclastos
[30,56,57], diminui a perda 6ssea em condicbes homeostaticas em camundongos
machos em condi¢fes inflamatorias [30, 58], assim como resgata a perda 6ssea de
fémeas OVX [30,56] e acelera o reparo em fraturas de ossos longos [32,59]. Em um
estudo prévio de nosso grupo, foi possivel observar uma melhora da microarquitetura
0ssea, dos o0ssos endocondrais, embora nosso modelo animal ndo tenha sido
submetido a nenhum procedimento cirdrgico ou intervencao sistémica, apresentando
portanto, menor predisposicao a perda 6ssea. No entanto, essa condicédo fortaleceu o
potencial terapéutico usado do MTK para o tratamento de doencas que envolvem

destruicdo 6ssea, devido a sua capacidade para melhorar a massa 0ssea.

Nas reconstrucdes obtidas por microCT, verificamos presenca de espaco
predominantemente hipodenso dos alvéolos dentais no periodo de 7 dias,
correspondente ao espaco preenchido predominantemente por tecido de granulacéo
nos cortes histologicos, em todos os grupos analisados. Aos 14 dias, todos 0s grupos
apresentavam aumento de hiperdensidade preenchendo grande parte da extenséo
dos alvéolos dentérios, especialmente para os grupos tratados com o MTK, onde a
presenca de trabéculas 6sseas mineralizadas foi mais evidente e, confirmada pela
analise histologica descritiva. O mesmo foi observado aos 21 dias, em que 0s grupos
tratados apresentavam uma maior hiperdensidade em toda extensdo do alvéolo,
também sendo observado pela histologia. JA o grupo CV apresentava maior area
hipodensa, mostrando um atraso do reparo 6sseo em relagdo aos outros grupos,
correspondendo a tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado nos cortes
histol6gicos. As caracteristicas microarquitetura da matriz é6ssea mineralizada no
interior dos alvéolos dentarios dos animais tratados com o MTK demonstrados pela
analise do microCT, revelaram claro efeito tempo-dose dependente da droga na
melhora dos parametros analisados. Considerando-se a fragdo de volume 0sseo
(BVITV) e espessura das trabéculas 6sseas (Tb.Th), observou-se que estes efeitos
sdo mais significativos a partir do décimo quarto dia pés-operatério, continuando até
o periodo final de analise (21 dias). As caracteristicas da microarquitetura 6ssea
reveladas pelos animais tratados com MTK podem ser devidas a uma maior

disponibilidade de COX-2 quando os metabdlitos 5-LO sdo bloqueados, produzindo
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assim, niveis anormalmente altos de prostaglandinas, favorecendo a
osteoblastogénese [27,27,34,35]. O aumento da densidade mineral 6ssea alveolar
associado com maiores niveis de célcio plasmatico em relacdo ao grupo C, sugere
que MTK4 exerce influéncia na homeostase do calcio otimizando o metabolismo
0sseo. De fato, a mineralizagéo da matriz ostedide apresenta uma correlagdo positiva
entre absorc¢do intestinal de calcio e os seus niveis plasmaticos [60,61]. Entretanto, o
aumento do calcio plasmatico também pode ser relacionado com a reducédo da sua
taxa de excrecdo renal e 0 aumento da sua liberacdo Gssea por meio da atividade
osteoclastica. Isto nos leva a sugerir que, apesar de bem caracterizado que o MTK
atue como antagonista do CisLTR1, cuja transducéo do sinal depende do aumento do
Ca?* intracelular [24], ainda é desconhecido em qual nivel da regulacdo do Ca?* o
MTK pode modular a homeostase de célcio. Por sua vez, 0os niveis plasmaticos de
fosfato também foram maiores em ambos os grupos tratados com MTK em
comparacdo ao grupo C. Todavia, ndo foi possivel estabelecer correlacdo entre as
variacfes plasmaticas de calcio e fosfato no decorrer do periodo experimental, muito
embora a homeostase de ambos estejam finamente interconectadas de tal forma que
a proporcao entre esses eletrolitos influencia na taxa de absorgéo intestinal e excrecao
renal de ambos [62]. Apesar disso, a maior densidade mineral 6ssea alveolar nos
grupos tratados sugere que MTK também favoreceu a homeostase do fosfato, que
exerce funcdo critica para a formacdo do fosfato de calcio, essencial para a
mineralizacao 6ssea [63].

Os resultados microarquiteturais da matriz 6ssea mineralizada nos auxilia
sobremaneira no entendimento da qualidade do tecido 6sseo neoformado
considerando a microarquitectura da matriz mineralizada; no entanto, a histopatologia
nos revela aspectos importantes sobre a dindmica da reparacao 0ssea, especialmente
nos seus periodos iniciais. Apesar da auséncia de diferengas entre os grupos aos 7
dias apontadas pela microCT, a presenca e distribuicdo da deposicao inicial da matriz
Ossea ficou evidente nos cortes corados com HE. Enquanto o grupo C exibia uma
formacdo 6ssea predominantemente a partir das paredes dos alvéolos, nos animais
tratados com ambas as doses do MTK essa formacao 6ssea ocorria em todo o alvéolo,
levando a uma organizacdo dos espacos medulares mais precoce. Cabe ressaltar a
importancia do grupo CV, que revelou resultados interessantes, comprovando a
influéncia do estresse durante a manipulagéo diaria do animal no processo de reparo

alveolar. Em todos os parametros de analise este foi 0 grupo que apresentou
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resultados significativamente inferiores em compara¢cdo com 0s grupos experimentais
e, especialmente, com o grupo C. Cabe enfatizar que a op¢cédo em se analisar somente
um periodo do reparo foi devido ao interesse em analisar o efeito do estresse pela
manipulacdo do animal na reparacéo final do alvéolo (grupo CV), e ndo durante o

curso do processo, uma vez que este ja sinaliza seu efeito negativo.

Estudos focados no modelo de camundongos fémeas OVX sugerem que MTK
atenua a perda de volume désseo, bem como o numero trabecular de fémures e
vértebras, observado por microCT [30,56]. Além disso quando este mesmo modelo é
analisado histopatologicamente, é possivel confirmar que o MTK melhora a perda
0ssea induzida pela OVX ao suprimir a atividade de osteoclastos [30,56]. Estudos
focados em fraturas dos ossos longos, apontam que a fratura nos animais tratados
com MTK exibem reparo aprimorado quando comparados aos controles [32,59],
sendo também observado no presente estudo por meio de microCT dos alvéolos,
especialmente para os 21 dias. Estes estudos prévios de fratura em fémures, apontam
que os grupos tratados exibem um aumento do tamanho da calosidade e formacéo
0ssea mais precoce quando comparados com o0s controles ja no dia 7, sendo
observado por meio de radiografias. O MTK tem como alvo direto o CisLTR1, levando
ao aumento da proliferacdo de condrdcitos em momentos iniciais [32]. Em nossos
resultados, esta diferenca por meio de exame de imagem nao foi observada nos
periodos de 7 dias, porém através da andlise histolégica descritiva, foi possivel
observar uma formacao 6ssea mais acelerada nos grupos tratados com MTK.

Os marcadores de remodelacdo Ossea sistémica foram usados para
demonstrar possiveis correlacdes com os efeitos biolégicos do MTK no osso alveolar
apos a exodontia. Com relacdo aos niveis plasmaticas da FAL, um marcador de
formacdo 6ssea sistémica, ndo foram observadas diferencas significantes entre os
grupos, embora 0 aumento do BV/TV foi nitidamente observado pelos resultados da
microCT nos grupos MTK2 e MTK4. O estudo do efeito do exercicio fisico e do
raloxifeno na microarquitetura 6ssea do colo do femur de ratas senis também nao
demonstrou correlacdo entre BV/TV e FAL plasmatica [64], enquanto a
imunomarcacao com osteocalcina demonstrou ser coerente com os efeitos anabdlicos
de ambos os tratamentos. Isto sugere, que outras proteinas da matriz extracelular
0ssea podem estar envolvidas na regulacado do processo de mineralizagao induzido

pelo MTK, como a sialoproteina éssea, osteopontina e osteocalcina. Além disso, para
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os niveis de TRAP, um marcador plasmatico de reabsor¢cédo 6ssea, também nao foram
detectadas diferencas estatisticas entre os grupos e periodos. Apds administragdo do
MTK, esperava-se uma associacao dos niveis plasmaticos de TRAP devido a reducao
de osteoclastogénese causada pelo mesmo. Nossa hipétese é que o efeito do MTK
ocorreu apenas localmente no tecido ésseo. Sendo assim, a TRAP né&o seria
adequado como biomarcador sistémico de reabsorcdo Ossea para o modelo em
guestdo. De forma semelhante, a TRAP sistémica nao foi efetiva em representar o
efeito do raloxifeno no femur de ratas OVX, enquanto a analise imunoistoquimica
permitiu constatar a reducdo da imunomarcagédo da TRAP no colo do fémur desses
animais [65]. Frente a esta hip6tese sugerimos mais estudos em associacdo a
imunoistoquimica para confirmacdo da mesma. Embora os resultados obtidos pela
microCT e histologia descritiva tenham sido benéficos, ndo observamos correlacao

com os biomarcadores de formacao e remodelacao 6ssea.

Nossos resultados mostram que o uso do MTK promoveu neoformacédo éssea
precoce e melhora na qualidade do tecido 6sseo ao longo do processo de reparo na
dose de 4mg, neste modelo experimental e destacando o papel do CisLTR1 como um
regulador negativo sobre o reparo 0sseo. No entanto, estudos adicionais sao
necessarios a fim de se investigar os efeitos do MTK sobre as células 6sseas em
niveis moleculares, bem como o comportamento do tecido ésseo neoformado apés a

interrupcdo do tratamento.
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6 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, concluiu-se que o MTK exerceu efeito
positivo tempo e dose dependente sobre o processo de reparo 6sseo alveolar pos-
exodontia em camundongos 129Sv/Ev, acelerando a deposi¢cdo de matriz 6ssea em
comparacdo aos animais e interferindo nos niveis plasmaticos de calcio e fosfato

neste presente modelo animal.
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Periodos/
Pardmetros Grupos C CV MTK?2

7 dias 13,07£2,09 15,9+3,9

BVITV (%) 14 dias 33,4745,5 46,02+5,6
21 dias, 54,83+4,01 42,615,27 86,13+2,23

7 dias 0,12+0,22 0,13+0,04
Tb.Th 14 dias 0,16+0,059 0,21+0,025
21 dias 0,42+0,015 0,16+0,064 0,04+0,070

7 dias 0,61+0,06 0,56+0,08
Th.Sp 14 dias 0,240,043 0,25+0,012
21 dias 0,14+0,056 0,240,043 0,240,043
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ANEXO B - NORMAS BONE

GUIDE FOR AUTHORS

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only when
your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a "correct format'
for acceptance and provide the items required for the publication of your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

Types of article

Types of articles Bone accepts incdude:
1) Memoriam

2) Editorial or Commentary

3) Review

4) Original Articles

%) Rapid Communication

&) Case Report

7) Technical Mote

8) Letters and Response to Letter to the Editor
9) Erratum,/Cormgendum

10) Announcements

There are no length or format requirements other than those already shown on the GFA under Article
Structure.

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:

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

&ll necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

» All figures (include relevant captions)

» 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 matenal 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.

AUTHOR INFORMATION PACK 23 Feb 2021 wwwi.elsevier.com/locate/bone 4

63



Studies in humans and animals

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 expenments involving humans. The manuscript should be in line with the
Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals and aim for the inclusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as
per those recommendations. The terms sex and gender should be used correcty.

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 carmried out in
accordance with the UK. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive Z010/63/EVU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications Mo. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of s2x on the results of the study.

Declaration of interest

All authors must disclose any finanoal and personal relationships with other people or orgamizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential competing interests
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 anonymized) or
the manuscrpt file (if single anonymized). 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
accepbed. 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 declaration and verification

Subrmission of an arbicle implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication’ 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
Enghish or in any other language, including electronically without the wntten consent of the copynght-
holder. To verify onginality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's shanng policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (sse "Multiple,
redundant or concurrent publication® for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, 15 sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns (“clinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avoid using "he, she,” or "he/she.” We recommend avoiding the use of descriptors that refer to
personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition unless they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive,

Author contributions

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
contributions to the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualization; Data curation;
Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources;
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Software; Supervision; Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review &
editing. Authorship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example

Authorship
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the

article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to
be submitted.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the defimtive list of authors at the time of the onginal 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.

Cnly 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 corngendum.

Article transfer service

Thiz journal is part of cur Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Copyright

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.

Subscnbers 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 gold 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 gold 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 nghts to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing

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

Role of the funding source

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.
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Open access

Flease visit our Open Access page for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher fcademy is a free e-leaming platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learmn”™ environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease,

Language (usage and editing services)

Flease 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 liminate 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 Author Services.

Submission

Cur online submission system guides you stepwise through the process of entening your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Referees

Flease submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referess. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewesrs are used.

PREPARATION

NEW SUBMISSIONS

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 your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process,

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the referesing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may shll provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 ME must be uploaded
separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author{s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Mote that missing
data will be highlighted at proof stage for the author to conrect.

Formatting reguirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the arbicle into clearly defined sechions.

Figures and tables embedded in text

Fleaze ensure the figures and the tables incduded in the single file are placed next to the relevant text

in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should
be placed directly below the figure or table,
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Peer review

This journal operates a single anonymized 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. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has an
interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software

Regardless of the file format of the onginal submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary ernrors you are strongly advised to use the "spell-check” and ‘grammar-check’
functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc. (the abstract is not incduded in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to "the text’. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate backaground, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described. Since there are significant
differences in skeletal structure and remodeling between the sexes and strains, it is essential that all
animal studies report the age, sex, and strain (e.g., C57BL/6) of animals used.

kkey Resources Table

To enable reproducibility of the research, we encourage authors to submit a Key Resources Table,
which helps make the resources clear to readers. The Key Resources Table highlights the genstically
modified organisms and strains, cell lines, reagents and other resources essential to reproduce the
results presented in a paper. More information is available here https://fwww.elsevier.com/authors/
author-resources/key-resources-table

Theory/calculation

& Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theorstical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropnate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information
+ Title. Concise and informative. Titles are often used in infformation-retrieval systems. Awvoid
abbreviations and formulae where possible.
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« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. 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.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answening any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are 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,

Highlights are opticnal yet highly encouraged for this journal, as they increase the discoverability of
your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if any). Flease
have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission systemn. Flease
use "Highlights® in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required. The abstract should state bnefly 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 avoided, but if
ezsential, 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: Flease provide an image with a minimum
of 531 = 1328 pixels (h = w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 =
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.

Immediately after the abstract, provide a maximum of & keywords, using American spelling and
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 ressarch (e.qg., 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:
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Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xoo vy
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:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Footnotes

Footnotes should be used spanngly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.

Electronic artwork

General points

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

Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Couner,

Mumber the illustrations according to their sequence in the text.

Use a logical naming convention for your artwork files,

Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fithing image.

For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.

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

Regardless of the application used, 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 linefhalftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics’.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi

is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Flease 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., ScenceDirect 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. Flease
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.
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Iliustration services

Elsewier's Author Services offers Illustration Services to authors prepanng to submit a8 manuscript but
concerned about the guality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators
can produce scientific, technical and medical-style imaaes, 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. A caption should compnse a brief title (not on the figurs
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Flease submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Fleaze 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 acceptad
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high guality 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. Flease
note that incorrect surmames, 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
DO 15 highly encouraged.

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 1.C., Russo R.M,,
James [LE., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001]JB8000884.
Fleasze note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper

Web references

Az 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,

Diata 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 so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issus
Flease 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

Maost 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. Using atation plug-ins from these products, authors only need to select
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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. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http:/fopen.mendeley.com/use-citation-style/bone

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strick requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author{s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOT is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yvourself they should be amanged according to the following examples:

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]. Barmaby and Jones [8] obtained a different result ....'
List; Mumber 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. wvan der Geer, 1.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, 1. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/}.5c.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

2] 3. van der Geer, 1.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, 2018, The art of writing a scientific article. Helivon.
19, 00205, https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.200205.

Reference to a boolk:

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

[4] 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:

[5] Cancer Ressarch UK, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerressarchuk.orgl
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).

Reference to a datasset:

[dataset] [6] M. Ogure, S. Imahiro, 5. Saito, T. Makashizuka, Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, w1, 2015, https://doi.orgf10.17632/
®wj9enb39r. 1.

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

Video

Elsevier accepts video matenal and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or amimation 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
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. Flease 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 yvour video data. For
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more detailed instructions please wisit 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 thiz content.
Ssupplementary material
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 onling). Please submit your matenial together with the article
and supply a concise, descriptive caphion 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.

esearch data
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 matenials 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 yvour 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 matenals, 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 repositonies to link articles on ScienceDirect with
relevant repasitories, 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: xxx (e.q., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
FDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (induding raw and
processed data, video, code, software, algonthms, 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 hawve the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Diata. 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.

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
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Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. 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 editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less ermor-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
wersion and FDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Flease use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints

The comresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article wvia any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Comresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published wversion of the article is available open access on
Sciencelirect and can be shared through the article DOT link.

AUTHOR INQUIRIES
Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

& Copyright 2018 Elsavier | https://www.elseviercom
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