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Resumo

Mardo HF. Efeito da ovariectomia nos tecidos periodontais apds o
reimplante dentario imediato: analise histomorfométrica,
imunoistoquimica e micro-CT em ratas. (Tese). Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2013.

R ecentes investigacdes sugerem que a deficiéncia de estroégeno, contribue
para alteracao nos tecidos periodontais. Considerando o estudo do traumatismo
dento-alveolar em individuos com essa condi¢ao, o objetivo do trabalho foi analisar o
efeito da ovariectomia sobre os tecidos periodontais apds o reimplante dentario
imediato por meio da analise histomorfométrica, imunoistoquimica e micro-ct em
ratas. Oitenta ratas Wistar (Rattus norvegicus, albinus) com ciclos estrais normais
foram divididas aleatoriamente em dois grupos: Grupo ovariectomizadas (OVX), e
Grupo Sham (grupo controle). Apds 2 meses da ovariectomia, foi realizado extragéo
dos incisivos superiores seguido de reimplante dentario imediato e os animais
sofreram eutanasia aos 28, 45 e 60 dias apds o reimplante. Foi realizada a analise
histomorfométrica e imunoistoquimica com avaliacdo das proteinas PCNA, OPG,
CASPASE-3, RUNX-2 e TRAP. Em todos os grupos houve reinser¢ao do ligamento
periodontal no tecido dsseo e cemento e a imunorreatividade a PCNA foi evidente

em células periodontais independente do grupo Sham ou OVX. A reabsorgéo



radicular externa esteve mais acentuada a partir dos 45 dias com células
imunorreativas a TRAP presentes na superficie 6ssea e dentaria. Todavia, uma
consideravel parcela também estava dispersa no ligamento periodontal em todos os
grupos. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos para as
proteinas PCNA e TRAP. Ja a analise histomorfométrica revelou diferenga
estatisticamente significante entre os grupos nos detalhes histomorfométricos do
ligamento periodontal e raiz dentaria para os sub-itens de intensidade do processo
inflamatorio crénico aos 60 dias (p<0.01), organizagédo do ligamento periodontal aos
45 dias (p<0.05) e profundidade da reabsorgéo radicular aos 45 dias (p<0.05) e aos
60 dias (p<0.001). A analise da micro tomografia computadorizada (UCT) revelou
maior reabsorgao 6ssea e dentaria nos tempos tardios independente dos grupos e
nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Esses dados permitem concluir que
a ovariectomia nado influenciou de forma significativa no processo de reparo do

reimplante imediato.

Palavras-chave: avulsao dentaria; reimplante dentario, ovariectomia,

imunoistoquimica, osteoclasto, micro-ct.

" Normalizagdo segundo a revista Journal of Dental Research (Anexo A).






Abstract

Mardo HF. Effects of ovariectomy on periodontal tissues following
immediate tooth replantation: analysis histomorphometric,
immunohistochemistry and p-ct in rats. (Tesis) Aracatuba: Dentistry

School of Estadual Paulista University; 2013.

Recent researchs suggest estrogen deficiency leads to changes in
periodontal tissues. In order to study dental traumatology under this condition, the
aim of the study was analyze the effects of ovariectomy on periodontal tissues
following immediate tooth replantation through histomorphometric,
immunohistochemistry and p-ct analysis in rats. Eighty Wistar rats (Rattus norvegicus
albinos) with normal estrous cycles were randomly divided into two groups (n = 20
per group): 1) Group ovariectomized (OVX), and 2) Sham group (control group). After
two months, the rats were followed by extraction of upper right incisor and immediate
replantation. The rats were sacrificed immediately 28, 45 and 60 days after tooth
reimplantation. Histomorphometric and immunohistochemical analysis was
performed by evaluation of PCNA, OPG, CASPASE-3, RUNX-2 and TRAP proteins.
Periodontal ligament was reinseted in the bone and cementum and the
immunohistochemical analysis revealed PCNA expression in the periodontal ligament
independent of Sham or OVX group. At 45 days, the external root resorption was

greater with expression of TRAP proteins in the bone and tooth surface. However, in



both groups, were also dispersed in the periodontal ligament. There was no
statistically significant difference between the groups for the PCNA and TRAP
proteins. The histomorphometric analysis showed statistically significant difference
between groups in the histomorphological details of periodontal ligament and root
resorption for the sub-items: intensity of chronic inflammatory infiltrate at 60 days (p
<0.01), the organization of the periodontal ligament at 45 days (p <0:05) and depth of
root resorption at 45 days (p <0.05), and at 60 days (p <0.001). The uCT analysis
showed multiple areas of bone resorption in association with OVX 30 and 60 days
without statistically significant difference between groups. In conclusion, the

ovariectomy did not have significant influence in immediate tooth replantation repair.

Key words: tooth avulsion, tooth replantation, ovariectomy, immunohistochemistry,

osteoclast, micro-ct.
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Introducdo

A deficiéncia de estrogeno € uma condigéo sistémica caracterizada por um
desequilibrio entre os processos de formacao/absorcédo 6ssea. Pode ser causada
pela ovariectomia e durante menopausa (Vico et al., 1992) e uma das suas
consequéncias € a osteoporose que € uma doenga Ossea sistémica caracterizada
pela reducdo da massa o0ssea devido a deterioracdo da micro-arquitetura do tecido,
com consequente aumento da fragilidade e susceptibilidade a fratura (Cummings
and Melton 2002; NIH Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention,
Diagnosis, and Therapy 2001).

O estrogeno é um horménio que tem um importante papel no controle do
metabolismo ésseo regulando a expressao de proteinas como a Osteoprotegerina
(OPG) (Wang et al., 2008, Jabbar et al., 2009a) e RANKL (Jabbar et al., 2009b) e
citocinas proé-inflamatérias (Shu et al., 2009, Zhou et al., 2009a). A sua deficiéncia
causa a liberagcao de citocinas, como a IL-6 e TNF-a, que desempenham um papel
destrutivo ao tecido 0sseo, e tém sido relacionadas a patogénese da osteoporose
(Zhou et al., 2009b).

Alteracbes nas estruturas orofaciais nas mulheres, como a perda de altura
ossea, diminuicdo da densidade mineral éssea, reabsorcdo 0ssea alveolar apds a
extragdo de dentes, redugdo no volume de osso trabecular, aléem de aumento da
perda do numero de dentes sdo algumas alteracdes que podem estar associadas a

deficiéncia de estrégeno (Burg et al., 2006; Luvizuto et al., 2010a).
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A perda dentaria € uma das principais sequelas do traumatismo dentario e
identificar os mecanismos envolvidos neste processo continua a ser um desafio,
especialmente apds o reimplante dentario (Panzarini et al., 2013a).

O sucesso da manutengdo do dente reimplantado esta diretamente
relacionado com a presenca, tipo e velocidade do processo de reabsorc¢ao radicular
(Andreasen, 1980a; Pohl et al., 2005a; Hammarstrom et al., 1989a) bem como a
fatores locais como: tempo extra-alveolar, meio de armazenagem, a manipulagéo
radicular inadequada e a necrose pulpar (Andreasen, 1980b; Andreasen, 1981a;
Panzarini et al., 2005; Saad-Neto et al., 1986; Sonoda et al., 2000; Lustosa-Pereira
et al., 2006). Além dos fatores locais existem algumas patologias sistémicas como a
osteoporose que também poderiam interferir nesse processo, porém ainda nao
foram estudadas.

Para estudar os mecanismos envolvidos no reparo celular em reimplante
dentario como a influéncia da deficiéncia de estrogeno além da analise
histomorfolégica e imunoistoquimica a micro-ct € uma ferramenta metodoldgica que
pode auxiliar na compreenséo e justificativa dos eventos biolégicos (Vandeweghe et
al., 2013; Chang et al., 2012).

O periodonto de insergdo é composto pelo ligamento periodontal, cemento e
tecido 6sseo. Seu crescimento, desenvolvimento e manutencido sao processos
altamente regulados (Nijweide et al., 1986). Proteinas, hormdnios, fatores de
crescimento e citocinas, estdo ativamente envolvidos nestes processos e exerce
atividade direta sobre células com atividade osteoblastica e osteoclastica, atuando
em sua diferenciagao e ativagdo metabdlica (Ducy et al., 2000).

A sinalizacdo celular, que envolve a remodelacido Ossea ja possui alguns
paramétros definidos. A perda de massa 6ssea resultante tanto da reabsorg¢ao 6ssea

osteoclastica quanto da redugao formacgao dssea osteoblastica envolve a fase incial
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do processo de osteoclastogénese por meio de um processo sequencial de
proliferagdo, diferenciagdo e ativagdo de precursores mononucleares (Smit et al.,
2011; Liu HY et al., 2012, Hiroko et al., 2006).

Dentre essas proteinas destaca-se a OPG, também conhecida como fator
inibitorio de osteoclastogénese. A OPG é considerada um receptor soluvel secretado
e é produzida por diferentes tecidos e tipos celulares, incluindo osteoblastos, células
do estroma medular 6sseo, fibroblastos e linfécitos T. Ela atua inibindo a maturacao
e a reabsor¢cdo Ossea osteoclastica e, portanto, regulando a densidade Ossea
(Rogers and Eastell 2005a).

As proteinas PCNA é responsavel por evidenciar a proliferagdo celular e a
CASPASE-3 é presente na célula quando ha a sinalizagéo para o inicio da apoptose
(Sato et al., 2010a). A proteina RUNX-2 é um fator de transcricdo essencial para a
diferenciacdo dos osteoblastos, além de desempenhar papel importante na
maturacdo dos condrdcitos e invasdo vascular na cartilagem. Sendo assim, esta
proteina € uma molécula chave para o desenvolvimento 6sseo (Maruyama et al.,
2007a).

A proteina TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato) também tem um
papel importante no processo de reabsorgcdo, sendo um excelente marcador das
células clasticas (Halleen et al., 2006a).

Assim sendo, estes marcadores 6sseos fornecem informagdes importantes
sobre metabolismo 6sseo, pois apresentam participacao na proliferacéo, apoptose e
reabsorgéo 6ssea (Rogers and Eastell, 2005b; Halleen et al., 2006b; Maruyama et
al., 2007b; Min et al., 2007; Sato et al., 2010b).

Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na regulacédo da proliferacao
celular, apoptose, maturidade Ossea e atividade osteoclastica no ligamento

periodontal apds o reimplante dentario (Sato et al., 2010c¢) e particularmente na
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deficiéncia de estrogeno. Portanto, a analise das proteinas podera contribuir com o
estudo.

Analises descritiva e quantitativa em relagéo a reabsorgao radicular (Marao et
al., 2012a; Saito eta al., 2011a), reabsorgéo 6ssea (Maréo et al., 2012b; Luvizuto et
al., 2010b) e extensao de anquilose (Hammanstron 1989b; Saito eta al., 2011c) s&o
tipicamente realizadas por meio de microscopia de luz em cortes histologicos
descalcificados. Essa técnica permite um numero limitado de cortes bidimensionais e
muitas vezes pode ser destrutiva aos tecidos. Como alternativa a técnica da pCT
pode ser utilizada (Muller et al., 1998; Vandeweghe et al., 2013).

Considerando que a técnica proporciona alta precisao e sensibilidade a partir
da analise tridimensional dos espécimes (Intini, 2008; Al-Hezaimi 2011; Wilensky
2005) a utilizacao deste modelo de estudo contribui para auxiliar na compreenséao e
justificativa dos eventos biolégicos.

Uma série de condi¢des locais e sistémicas interage e determina o resultado
final do processo de reparo. Compreender os fendmenos bioldgicos que norteiam a
reparagao do reimplante dentario relacionados com a deficiéncia de estrogénio

continua a ser um campo de interesse para a pesquisa de traumatologia dentaria.






Proposicdo

O objetivo do trabalho foi analisar o efeito da ovariectomia sobre os tecidos
periodontais apdés o reimplante dentario imeditao por meio da analise

histomorfométrica, imunoistoquimica e micro-ct em ratas.
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Material e Metodo

Comité de ética e cuidados com os animais:

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP e aprovado (processo — 009289-
2010, Anexo A). Todos os cuidados com os animais foram rigorosamente seguidos.

Foram utilizadas ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar), com peso de 180g
a 200g, mantidas em gaiolas no biotério do Departamento de Cirurgia e Clinica
Integrada da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, com luz e
temperatura controladas (12 h luz/12 escuro) e alimentadas com ragao balanceada
(Ragao ativada Produtor, Moinho Primor S/A), exceto 24 horas antes a intervengao
cirurgica e agua ad libitum.

Foi realizado estudo diario do ciclo estral pela técnica descrita por Long e
Evans (Long and Evans 1922) e apds a obtencdo de 2 a 3 ciclos regulares, foram

selecionados oitenta ratas para o experimento.

Delineamento do estudo e procedimento cirurgico:

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos. Esses animais
foram anestesiados com a associagdo de Cloridrato de Xilazina (Dopaser,
Laboratério Calier do Brasil Ltda, Osasco, SP, Brasil) na dosagem de 0,6 mg para
cada 100g de peso corporal e Cloridrato de Ketamina (Doalen AgriBands Ltda,
Paulinea, SP, Brasil) na dosagem de 7mg para cada 100g de peso corporal para
serem submetidos bilateralmente a exposi¢do (grupo Sham) e/ou remogao dos

ovarios (Grupo OVX). As tubas uterinas foram ligadas com sutura (4,0 Catgut;
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Ethicon, Sdo Paulo, Brasil), e depois de os ovarios foram removidos (anexo C). As
incisdes foram feitas com sutura interna (3,0 Catgut; Ethicon, Sdo Paulo, Brasil) e
sutura externa (Silk, Ethicon 4.0, Johnson e Johnson, Sao Paulo, SP, Brasil).

Cada animal recebeu, no poés-operatério imediato, dose unica de antibiotico

penicilina G benzatina (administragédo intramuscular de 0,2ml/animal).

Extracao e reimplante dentario:

Quinze dias apés a ovariectomia, todos os animais foram submetidos a um
exame do ciclo estral através da coleta de liquido vaginal durante cinco dias
consecutivos para confirmagao da deplecao de estrogeno.

Dois meses apds o procedimento cirurgico, sessenta animais foram
submetidos a sindesmotomia, luxagéo e extragcdo do incisivo superior direito que
permaneceu por 5 minutos em meio ambiente sobre gaze estéril. A seguir, foi
realizada a anti-sepsia da porcdo anterior da maxila com polivinilpirrolidona iodo
(Riodeine — Ind. Farmac. Rioquimica Ltda) e o reimplante do dente (Anexo C).

Cada animal recebeu, no poés-operatério imediato, dose unica de antibiotico

penicilina G benzatina (administragcao intramuscular de 0,2ml/animal).

Preparacao dos tecidos:

Decorridos 28 (n=20), 45 (n=20) e 60 (n=20) dias do reimplante dentario, os
animais sofreram eutanasia por meio de overdose de anestésico seguido por
perfusdo para obter a maxila com o dente reimplantado. Apds a perfusdo, os
espécimes obtidos foram fixados em solucdo de formaldeido a 4% por 24 horas e

descalcificados em solugdo de EDTA a 10%, pH 7,0 (Sigma-Aldrich).
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Apoés a descalcificagao, as pecas foram processadas e incluidas em parafina.
Nos blocos foram realizados cortes semi-seriados de cinco micrometros de
espessura, no sentido longitudinal da raiz para analise histomorfométrica e

imunoistoquimica.

MCT and 3D reconstruction:

Para a realizacdo desta analise foi considerado o tempo pds-operatério inicial
28 dias (n=10) e o final 60 dias (n=10). Antes das maxilas serem descalcificadas,
elas foram removidas do formaldeido, lavadas e armazenadas a alcool 70%. Em
seguida, as amostras com tempo pdés-operatério de 28 e 60 dias foram avaliadas
usando uCT (UCT 40, Scanco Medical, Basserdorf, Germany) com 50 kV/160 pA
com tempo de integracdo de 1x380 ms e alta resolugdo de 18 ym. Os dados
volumétricos foram convertidos em formato de DICOM e importados para um
software chamado Amira com o objetivo de descrever e quantificar a area da
extensdo da reabsorgdo radicular, do espago do ligamento periodontal, da
reabsorcao 6ssea e da profundidade da reabsorcao radicular.

Para analise descritiva foi avaliado todos os cortes longitudinais de todo o
dente e foi adotada uma determinagdo para facilitar a descricdo das imagens. Os
cortes designados mesiais, foram aqueles do lado mesial do incisivo central superior
direto. Os cortes intermediarios foram os que se encontraram no meio do dente e os
cortes distalizados foram aqueles correspondentes ao lado distal do incisivo central
superior direito (Figs. 1-3).

Para quantificar esses eventos foi escolhido aleatoriamente cortes
longitudinais em toda extensdo do dente e com o auxilio do programa Amira foi
obtido valores para quantificagdo de cada evento bioldgico. A normalidade e a

homocedasticidade dos dados foram analisados pelo teste Anova e em seguida
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foram submetidos ao teste n&o paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

Analise histomorfométrica:

Para a quantificagdo das ocorréncias histomorfoldgicas foram atribuidos
escores de 1 a 4 aos diferentes eventos abaixo listados, onde 1 corresponde ao
melhor resultado e 4 ao pior, ocupando os escores 2 e 3 posi¢cdes intermediarias
(Holland et al., 1999; Panzarini et al., 2007; Marao et al., 2012c). A normalidade e a
homocedasticidade dos dados foram analisados pelo teste Anova e em seguida
foram submetidos ao teste nao paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de
significancia foi de 5%.

Eventos considerados para a analise dos resultados:

1) Local da insergao epitelial

1- Jungdo cemento-esmalte;
2- Ligamento abaixo da jungao cemento-esmalte;
3- Muito abaixo da jungao cemento-esmalte (perto do terco médio);

4- Auséncia do epitélio juncional.

2) Processo inflamatério agudo e cronico proximo do local da insergao
epitelial.

2.1) Intensidade do processo inflamatério baseado no critério descrito

por Wolfson and Seltzer (Wolfson and Seltzer 1975).

1- Auséncia ou presencga ocasional de células inflamatérias;

2- Pequeno numero de células inflamatdrias. Até 10 células por campo com

aumento de 400x;
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3- Moderado numero de células inflamatdérias. De 11 a 50 células por campo
com aumento de 400x;

4- Grande numero de células inflamatérias. Acima de 50 células inflamatérias
por campo com aumento de 400x.

2.2) Extensao do processo inflamatoério

1- Auséncia ou presencga ocasional de células inflamatérias;

2- Processo inflamatério restrito a lamina propria da parte interna do epitélio;
3- Processo inflamatério extendendo-se apicalmente até a pequena porg¢ao do
tecido conjuntivo subjacente a lamina prépria da porgao interna do epitélio
gengival;

4- Processo inflamatdrio atingindo proximidade da crista 6ssea alveolar.

3) Ligamento Periodontal

3.1) Organizagao do ligamento periodontal

1- Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em toda a extensao do
ligamento;

2- Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em dois tergcos da
extensdo do ligamento;

3- Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em um ter¢co da extensao
do ligamento;

4- Auséncia de fibras periodontais com insercado em 0sso e cemento.

3.2) Intensidade e extensao do processo inflamatério agudo e crénico do
ligamento periodontal.
3.2.1) Intensidade — Mesmo critério empregado proximo a area da insergao

epitelial.
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3.2.2) Extensao do processo inflamatério

1- Auséncia ou presencga ocasional de células inflamatérias;

2- Processo inflamatério presente apenas no ligamento periodontal apical ou
coronario ou pequena area lateral,

3- Processo inflamatério atingindo mais que a metade do ligamento
periodontal lateral da raiz do dente;

4- Processo inflamatério em todo ligamento periodontal.

4) Raiz do dente

4.1) Reabsorgao radicular ativa e inativa

1- Auséncia de reabsorgao radicular e ou reabsor¢des reparadas;
2- Areas de reabsorcéo inativa (auséncia de células clasticas);

3- Pequenas areas de reabsorgdes ativas;

4- Extensas areas de reabsorgao ativa.

4.2) Extensao da reabsorc¢ao radicular. Em Iaminas representativas serao
feitas medidas (em micrometros) da extensao das areas de reabsorgédo. A
medida dos valores obtidos por vestibular e por lingual permitira a atribuigao
dos seguintes escores.

1- Auséncia de reabsorc¢ao;

2- Profundidade média de 1 a 1000 micrometros;

3- Profundidade média de 1001 a 5000 micrometros;

4- Profundidade média maior que 5001 micrometros.

4.3) Profundidade de reabsorgdo radicular. Em laminas representativas

serao feitas medidas (em micrometros) das maiores profundidades das areas
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de reabsorcdo. A medida dos valores obtidos permitira a atribuicdo dos
seguintes escores.

1- Auséncia de reabsorc¢ao;

2- Profundidade média de 1 a 100 micrémetros;

3- Profundidade média de 101 a 200 micrémetro;

4- Profundidade média maior que 201 micrometro.

4.4) Reparo nas areas de reabsorg¢ao radicular

1- Auséncia de reabsorgdo ou deposicdao cemento neoformado em toda
extensdo das areas reabsorvidas;

2- Deposicao cemento neoformado em metade ou mais da extensdo das
areas reabsorvidas;

3- Deposicao cemento neoformado em menos da metade das areas
reabsorvidas;

4- Auséncia de deposicdo de cemento neoformado junto as areas

reabsorvidas.

5) Tecido 6sseo

Areas de reabsorgio ativa e inativa

1- Auséncia de area de reabsorc¢ao;

2- Presenca de area de reabsorgao inativa (auséncia de células clasticas);
3- Presenca de pequenas areas de reabsorgao ativa;

4- Presenca de extensas areas de reabsorcgao ativa.

6) Anquilose
1- Auséncia de anquilose;

2- Pequenos pontos de anquilose;
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3- Um tergo da raiz esta anquilosada;

4- Mais de um tergo da raiz esta anquilosada.

7) Polpa
1- Normal

2- Presenca de calcificacao

w
1

Totalmente calcificada

N
1

Necrosada

Analise imunoistoquimica:

Os cortes histolégicos coletados em |aminas silanizadas foram submetidos a
banhos sucessivos de xilol e reidratados. Em seguida, submetidos as seguintes
etapas de lavagens e incubagdes sob agitacdo a 20 rpm, descritas resumidamente:
a) duas lavagens de 10 minutos em tampao fosfato de sédio (PB), pH 7.4, 0.1M, a
temperatura ambiente; b) inibicdo da peroxidase endégena com 0,3% de H202 por
30 minutos em metanol; c) lavagens em PB a temperatura ambiente; d) recuperagao
antigénica com tampao citrato pH 6.0 em panela pressurizada, durante 15 minutos;
e) lavagens em PB a temperatura ambiente; f) incubagao por 24 horas a temperatura
ambiente, com um dos seguintes anticorpos primarios monoclonais ou policlonais
anti-PCNA (1:500, VP980, Vector Laboratories, CA, USA), anti-RUNX-2 (1:100,
HO000000860-M06, Abnova, USA), anti-CASPASE-3 (1:100, 9664, Cell Signaling
Technology, USA), anti-TRAP (1:150, sc7628, Santa Cruz Biotechnology, USA) ou
anti-OPG (1:100, sc8468, Santa Cruz Biotechnology, USA) diluidos em solugao
contendo 0,3% de triton X-100 Tween-20 (Sigma), soro normal de cabra/albumina de
soro bovino - BSA (1:200, Sigma) e PB; e) duas lavagens de 10 minutos em PB a

temperatura ambiente; g) incubagao por 1 hora, em uma solugao contendo anticorpo



58

secundario biotinilado universal obtido em suino (LSAB kit, K0679, Dako
laboratories, USA), 0.3% de triton X-100, soro normal de cabra e PB; h) duas
lavagens de 10 minutos em PB a temperatura ambiente; i) incubagao por 1 hora,
com o complexo avidina-biotina peroxidase (LSAB kit, KO679, Dako Laboratories,
USA) em PB e temperatura ambiente; j) duas lavagens de 10 minutos em PB a
temperatura ambiente; |) revelagdo com uma solugdo de incubacado contendo
diaminobenzidina e intensificadores (LSAB kit, KO679, Dako laboratoérios); bloqueio
da reagcdo com lavagens em agua destilada seguido de lavagens em KPBS. Os
cortes histoloégicos foram desidratados em solugdes crescentes de alcodbis,
diafanizados em xilol e montados com meio de montagem e laminulas.

As marcagdes imunoistoquimicas foram analisadas qualitativamente e
quantativamente no tecido 6sseo, tecido dentario, ligamento periodontal e polpa,
através de microscopia de campo claro. Para quantificagdo da PCNA e TRAP no
periodonto; trés regides (cervical, médio e apical) foram capturadas por meio da
objetiva de 10x e camera digital axiovision (Carl Zeiss, USA) e quantificadas com o
auxilio do programa Imaged (Rasband, W.S., Imaged, U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2012).

O numero de células imunorreativas a TRAP foi expresso em valores
absolutos médios /1x10? pm, em relacédo ao perimetro das superficies dentarias e do
0sso alveolar. O numero de células imunorreativas a PCNA no ligamento periodontal
e na polpa foi expresso em valores absolutos médios/1x10° ym? em relagdo a area
do ligamento periodontal e da polpa selecionada para quantificagao.

Para a quantificagdo das proteinas PCNA e TRAP no cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar foram selecionados os tercos cervical, médio e apical. Os
dados foram submetidos ao teste estatistico Analise de Variancia (One away Anova)

ao nivel significancia de 5% entre os grupos Sham e OVX nos periodos estudados.
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Para quantificacdo de PCNA na polpa dentaria, duas regides foram
selecionadas (médio e apical) nas mesmas condi¢cées anteriores. Todos os dados
foram submetidos ao teste de normalidade e em seguida foi utilizado o teste
estatistico One-Way ANOVA com nivel de significancia de 5% para comparagéo

entre os grupos no mesmo periodo.
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Resultado

1. Anadlise histomorfométrica e Imunoistoquimica

28 dias - Ratas Sham e (OVX)

O epitélio da mucosa gengival estava reinserido e coberto com
paraqueratina. O tecido conjuntivo sub-epitelial apresentava um pequeno infiltrado
inflamatadrio, junto a superficie do dente e sobre a crista 6ssea alveolar. A reinsergao
epitelial encontrava-se no nivel da jungcdo amelocementaria e o tecido conjuntivo
préximo ao local da reinsergao apresentava-se com poucas células inflamatdrias. O
ligamento periodontal estava reparado e na porcdo mediana, a disposi¢ao das fibras
€ perpendicular a superficie radicular e ha reinsergao no tecido 6sseo e no cemento
(Fig. 4). O cemento e a dentina estavam integros na maior parte de superficie
radicular. Nos dois grupos foi possivel observar algumas areas de reabsorgao
comprometendo o cemento e a dentina (Fig. 5). O tecido pulpar na sua maior parte
estava amorfo, com presenga de um tecido conjuntivo substituindo o estroma pulpar
e a camada odontoblastica no terco médio e cervical apresentava-se irregular (Fig. 6
e 7). Na regiao apical observou-se intenso infiltrado inflamatério agudo, que invadia
o canal radicular. A quantificacao das ocorréncias histomorfolégicas estdo expressas
nas tabelas 1 a 6.

As células imunorreativas ao PCNA nos dois grupos foram mais evidentes no
ligamento periodontal (Fig. 8). Houve marcagao positiva na superficie do tecido

osseo (Fig. 9). Ja no cemento e na polpa o numero de células positivas ao PCNA foi
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menor (Fig. 10 e 11). As células imunorreativas a TRAP estavam presentes no

ligamento periodontal e superficie do osso alveolar (Fig. 12 e 13).

45 dias - Ratas Sham e (OVX)

Em todos os espécimes, a insergdao do epitélio da mucosa gengival
encontrou-se proximo da jungdo cemento-esmalte. O tecido conjuntivo sub-epitelial
apresentava infiltrado inflamatério em toda extensdo, com presengca de maior
intensidade no tergco médio junto a superficie do dente e sobre a crista dssea
alveolar. O ligamento periodontal apresentava-se reparado no terco médio na maior
parte dos espécimes. A disposicao das fibras na por¢ao mediana era perpendicular a
superficie radicular e havia reinsercdo no tecido 6sseo e no cemento (Fig.14).
Notava-se presenca de reabsorg¢do radicular de pouca profundidade e extensao
(Fig.15). Na maior parte da superficie radicular a dentina e o cemento encontravam-
se integros (Fig.14). O tecido pulpar estava amorfo com presenca de um tecido
conjuntivo substituindo o estroma pulpar (Fig. 16 e 17). Na regidao apical havia
presenca de infiltrado inflamatério com presenga de neutrdéfilos que invadia o canal
radicular, apenas em 3 espécimes o infiltrado inflamatério ndo invadia o canal
radicular. A quantificagcdo das ocorréncias histomorfologicas estdo expressas na
tabela 1 a 6.

As células imunorreativas ao PCNA, assim como aos 28 dias, foram mais
evidentes no ligamento periodontal (Fig. 18 e 19) e no osso alveolar as marcagdes
positivas foram mais evidentes no grupo OVX (Fig. 19), porém com menor numero
de células positivas ao PCNA quando comparado aos 28 dias. No cemento e na
polpa a imunomarcagéo ao PCNA foi menor (Fig. 20 e 21). As células imunorreativas
a TRAP estavam presentes no ligamento periodontal e superficie do osso alveolar

(Fig. 22 e 23), e em alguns casos na superficie da reabsor¢ao radicular (Fig. 23).
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60 dias - Ratas Sham e (OVX)

A reinsercao epitelial ocorreu no nivel da jungcdo cemento-esmalte em todos
0s espécimes analisados e o tecido conjuntivo sub-epitelial apresentou um pequeno
infiltrado inflamatério com presenga de maior intensidade no tergo médio junto a
superficie do dente e sobre a crista 6ssea alveolar. Em alguns espécimes o
ligamento periodontal encontrava-se reparado e as fibras colagenas apresentavam
dispostas perpendicularmente a superficie radicular na sua porgdo mediana e havia
insercdo no tecido 6sseo e cemento (Fig. 24). Em alguns espécimes, ocorreu a
diminuicdo do espacgo do ligamento peridodontal pela neoformagao éssea (Fig. 24 e
25). Em 4 espécimes no grupo OVX na dentina e no cemento notou-se presencga de
reabsorc¢do radicular no tergo cervical e médio (Fig. 25). Na regido apical, na maior
parte dos espécimes havia infiltrado inflamatério invadindo o canal radicular e um
tecido conjuntivo pulpar encontra-se degenerado (Fig. 26 e 27). A quantificagdo das
ocorréncias histomorfolégicas estdo expressas na tabela 1 a 6.

Houve menor numero de células positivas ao PCNA, neste grupo. Foi notado
maior quantidade de imunomarcagao ao PCNA no ligamento periodontal (Fig. 28 e
29). O numero de células positivas no osso alveolar, cemento e tecido pulpar foi
menor e em alguns casos, na polpa, foi ausente (Fig. 30 e 31). As células
imunorreativas a TRAP estavam presentes no ligamento periodontal e superficie do
osso alveolar (Fig. 32 e 33), e em alguns casos na superficie da reabsorgao radicular
(Fig. 33).

As imunomarcacoes para PCNA e TRAP foram especificas e permitiram uma
adequada analise qualitativa e quantitativa. A imunorreatividade a PCNA estava
restrita ao nucleo celular das células periodontais (Fig. 34A-C). A imunorreatividade

a TRAP estava restrita ao compartimento citosolico das células clasticas, tanto
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multinucleadas assim como mononucleadas (Fig. 35A-C). Células imunorreativas a
TRAP estavam associadas a superficie 6ssea ou dentaria e uma consideravel
parcela também estava dispersas no ligamento periodontal (Fig. 35C). Esta ultima
disposicdo revelou uma populagdo de células que poderiam estar migrando dos
vasos sanguineos em direcdo as superficies mineralizadas ou que finalizaram o

processo de reabsorgao 0ssea.

CASPASE 3. OSTEOPROTEGERINA E RUNX2

As imunomarcacgdes para caspase 3, osteoprotegerina (OPG) e RUNX2 nao
foram adequadas para permitir uma fidedigna avaliagdo qualitativa e quantitativa
(Figura 36A-E). Foram realizadas diferentes titulagées dos anticorpos (1:50; 1:100;
1:250; 1:500; 1:1000; 1:2000); entretanto ndo se obteve um padrao aceitavel.

A imunorreacgdo para caspase 3 foi negativa nas areas do periodontal, com
possivel imunorreatividade nas células hematocitopoética dos espagcos de medula
O0ssea da maxila, que foram estabelecidas como controle positivo da caspase 3
(Figura 36A-B). Entretanto, mesmo nestas areas a imunomarcacéo foi discreta em
células da linhagem hemocitopoética; inviabilizando sua avaliagdo nas areas de
interesse, como o tecido periodontal (Figura 36A-B).

A imunomarcagdo para RUNX2 revelou areas no corte histolégico cuja
positividade aparentemente mostrou especificidade, haja vista que a
imunorreatividade estava restrita ao nucleo celular de células associadas a areas de
crescimento ésseo, em particular em suturas ésseas (Figura 36C). Entretanto,
andlise do ligamento periodontal, mostrou marcag¢des inconsistentes, sendo que
alguns animais mostraram marcagao restrita, enquanto outros revelaram marcagoes

disseminadas em quase todos os tipos celulares (Figura 36D). Disto posto, as
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avaliagdes qualitativas e quantitativas ficaram prejudicadas, impedindo uma analise
segura.

Os cortes histolégicos submetidos a imuno-histoquimica para OPG revelaram
inconsistente, sendo algumas vezes observada uma intensa marcag¢ao de fundo
(background) com marcagdes falso-positivas que nao foram eliminadas com a
diluicdo do anticorpo primario (Figura 36E-F). Comumente a imunomarcagao para
OPG ¢é restrita ao compartimento citosdlico dos osteoblastos e menos

frequentemente em células semelhantes a fibroblastos.

2. Analise estatistica das ocorréncias histomorfolégicas

ApoOs a quantificacdo das ocorréncias histomorfolégicas os dados obtidos
foram submetidos ao teste de normalidade seguido pelo teste ndo paramétrico de
Mean-Whitney, utilizando o programa Graph Pad Prism® 5.0. Foram realizadas
comparagdes entre os grupos no mesmo periodo, considerando cada evento
histomorfolégico descrito no material e método (tabela 1-6).

Houve diferenca estatisticamente significante no detalhe histomorfométrico do
ligamento periodontal e raiz dentaria . No sub-item organizacdo do ligamento
periodontal houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos aos 28 dias
(p<0.04) (tabela 2) e no sub-item intensidade do processo inflamatério crénico a
diferenga estatistica encontrada foi aos 60 dias (p<0.005) (tabela 2). J& na
profundidade da reabsorg¢ao radicular houve diferenga estatisticamente significante

aos 45 dias (p<0.017) (tabela 3) e aos 60 dias (p<0.0006) (tabela 3).

3. Analise estatistica da Imunoistoquimica
Houve maior nimero de células imunorreativas ao PCNA presente no

cemento e no ligamento periodontal no grupo Sham aos 28 dias (grafico 1 e 2). No
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0sso0 alveolar houve maior numero de imunomarcagao celular no grupo Sham aos 28
dias (grafico 3) e no grupo OVX houve positividade celular nos trés tempos pés-
operatorios com maior quantidade de imunomarcacao aos 28 dias (grafico 3). Na
polpa dentaria houve maior positividade celular no grupo OVX aos 28 dias (grafico
4).

Houve maior numero de células imunorreativas a TRAP no cemento no grupo
Sham aos 28 dias. Em alguns tempos poés-operatérios deste grupo a positividade
celular nao foi observada. No grupo OVX houve maior positividade celular aos 45
dias, mas assim como no grupo Sham, em alguns tempos pds-operatorios deste
grupo a marcagao celular ndo foi observada (grafico 5). O numero de células
positivas a TRAP presentes no ligamento periodontal e osso alveolar foram
observadas no grupo OVX (grafico 6 e 7).

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre o Sham e OVX nos

periodos estudados (graficos 1-7)

4. Analise da p-ct

Grupo Sham 28 dias:

Foi observada reabsorgao radicular na maioria das amostras no tergo apical
(Fig. 37) e reabsorcao 6ssea no terco médio do dente (Fig. 38). Em 2 amostras nao
houve reabsorcao radicular e 6ssea. Em uma das amostras no tergco apical foi
notado que o tecido mineralizado estava em contato com a dentina (Fig 39),
podendo ser este tecido cemento ou tecido 6sseo ja que com estudo da micro-ct se

torna dificil a distingao dos tecidos mineralizados.

Grupo OVX 28 dias:

Em 2 amostras foram notadas reabsorcao radicular no tergco apical na regiao
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intermediaria do corte se estendendo para dire¢ao distalizada do dente (Fig. 40). Foi
observada reabsorgdo 6ssea na maioria das amostras (Fig. 41). Essas reabsor¢des
foram evidenciadas na regidao apical do dente assim como no ter¢co médio nos cortes

mesiais, intermediarios e distais.

Grupo Sham 60 dias:

A grande maioria dos espécimes apresentou reabsor¢cao 6ssea no terco médio
do dente, normalmente que se estendia da regido intermediaria do dente em diregcéo
as camadas mais profundas dos cortes (Figura 42). A maioria dos espécimes
apresentaram reabsorc¢ao radicular no terco médio e apical (Figura 42), exceto em 2

amostras nao houve reabsorc¢éao radicular no tergo apical.

Grupo OVX 60 dias :

Todas as amostras apresentaram reabsorgao éssea, principalmente na regiao
apical e tergco médio do dente (Figura 43). Notou-se reabsorc¢ao radicular na maioria
das amostras. A presenca da reabsorcdo foi na regidao de tergco apical e médio

(Figura 44).

Analise estatistica:

Houve maior extensao de reabsorgéo radicular no periodo de 60 dias (grafico
8A), assim como na profundidade da reabsorc¢ao radicular (grafico 8D). A distancia
do ligamento periodontal foi maior no grupo Sham para os periodos de 28 e 60 dias
(grafico 8B). Houve maior reabsor¢cado éssea no periodo de 60 dias independente
dos grupos (grafico 8C) e ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos dentro do mesmo periodos para todos os eventos avaliados (grafico 8AD).
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Discussdo

Pesquisas em animais e em humanos mostram resultados contraditorios
sobre a influéncia da deficiéncia do estrogeno na perda 6Ossea alveolar (Dervis,
2005, Aydin et al., 2013). Um dos motivos pode ser devido ao fato de que os efeitos
da ovariectomia sobre o tecido 6sseo nao sdo imediatos e geralmente leva mais de
trés meses para ser evidenciado (Kuroda et al., 2003) embora Yoon et al., (2012a)
tenham relatado aumento do tunover 6sseo e significativa perda 6ssea trabecular
em ratas ovariectomizadas apds 8 semanas na regidao da coluna vertebral.

Luvizuto et al., (2010c) também relatam que a ovariectomia reduz o processo
de mineralizagao 6ssea alveolar e que a deficiéncia de estrégeno contribui para o
atraso processo de cicatrizagao alveolar.

Os resultados desse estudo mostraram que a deficiéncia de estrogeno
causada pela ovariectomia nao interferiu significativamente no processo de reparo
do reimplante dentario imediato, apesar de alguns itens avaliados mostrarem
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (tabela 2 e 3).

Um dos motivos pode ter sido o tempo que os animais foram submetidos a
deficiéncia de estrégeno, dois meses e ainda a idade. Como sao animais adultos
jovens pode ter ocorrido algum mecanismo de compensagao por ndo apresentarem,
por exemplo, dificuldade na absor¢ao de minerais como o calcio ja que recebiam
uma dieta balanceada.

Outro ponto é que as forcas oclusais decorrentes do comportamento roedor

também podem ter uma influéncia atenuada no efeito esperado da ovariectomia
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sobre o0s 0ssos da mandibula (Mavropoulos et al., 2007a, Ejiri et al., 2008). A carga
mecanica no processo alveolar durante a mastigagao pode proteger o osso alveolar
dos efeitos prejudiciais observados em outros locais do esqueleto, tais como a tibia
(Mavropoulos et al., 2007b) e coluna vertebral (Yoon et al.,2012b).

Diferencas morfolégicas e embriolégicas entre os locais do esqueleto também
podem ter uma influéncia porque Mavropoulos et al. (2007) relataram maior perda
o0ssea na tibia quando comparada ao osso alveolar em ratas ovariectomizadas
(Mavropoulos et al., 2007c). Do-Gyoon Kim et al. (2012a) afirmam que o aumento da
variabilidade da densidade mineral das trabéculas O&sseas resultante da
remodelagdo Ossea elevada nas ratas ovariectomizadas influencia no
comportamento da deformacdo das vertebras desses animais (Gyoon Kim et al.,
2012b).

O peridonto de inser¢gdao composto pelo ligamento periodontal, cemento, e
0sso alveolar desempenha um papel importante na manutengdo da estabilidade
mecanica dos dentes. For¢cas mastigatérias aplicadas aos dentes sao transferidas
diretamente ao osso alveolar através do ligamento periodontal estimulando a
remodelagdo 6ssea. Essa remodelagdo Ossea altera as propriedades desse tecido
quando comparado a outras areas da mandibula que ndo recebem essa forga (Ames
et al., 2010).

HO SP et al.,, (2007) estudaram o ligamento periodontal com relagdo a
composi¢ao quimica, propriedades mecanicas das fibras colagenas na interface
0sso alveolar — ligamento periodontal — cemento e cemento-dentina e concluiram
que as propriedades mecanicas destas diferentes regides sdo semelhantes. Os
mesmos autores concluiram em outro estudo que o alto médulo de eslasticidade do

cemento ligado ao osso alveolar pelo ligamento periododntal € maior quando
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comparado a jungdo cemento-dentina o que explicaria a absor¢ao das forgas
mastigatorias pelo ligamento periodontal (HO SP et al., 2009a).

Com relagao ao processo de reparo do reimplante nos trés grupos o reparo foi
favoravel com reinsercao do ligamento periodontal no osso e no cemento e poucas
areas de reabsorc¢éao radicular aos 28 dias foram evidenciadas. Ao passo que a partir
dos 45 dias as areas de reabsorcdes foram mais evidentes.

A reinsercao do ligamento periodontal € devido a viabilidade das suas células
no momento do reimplante o que possibilitou a sua regeneragcédo em grande parte da
raiz (Andreasen, 1980c, Andreasen, 1981b, Hammarstron et al., 1989c, Pohl et al.,
2005b) fato evidenciado pela imunorreatividade a PCNA que indica proliferacéo
celular, tanto no cemento, no osso alveolar e também no ligamento periodontal, mais
evidente aos 28 dias independente de pertencerem ao grupo Sham ou OVX.

A imunomarcagao para a TRAP foi mais evidente nos tempos mais longos 45
e 60 dias principalmente no tecido 6sseo e ligamento periodontal com poucas
marcagdes no cemento evidenciando que ha preservacdo dos cementoblastos, os
quais nao possuem receptores para as células clasticas e sdo fundamentais para a
preservacao radicular (Andreasen, 1980, Andreasen, 1981, Hammarstron et al.,
1989, Pohl et al., 2005, Consolaro, 2005).

Em reimplante dentario imediato de dentes com rizogénese incompleta é
possivel de ocorrer a revascularizacdo pulpar tanto que ndo se preconiza o
tratamento endodéntico no momento do reimplante (Andreasen, 2001, Andersson et
al.,, 2012) e neste estudo todos os espécimes nos periodos 28, 45 e 60 dias
apresentaram degeneragado do tecido pulpar, porém sem contaminagado por isso a
auséncia de infiltrado inflamatério agudo e consequentemente da reabsorgéo
radicular externa do tipo inflamatéria. Na pratica clinica dentes nessas condi¢des

devem ser acompanhados periodicamente pelo risco de degeneragdo e
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contaminagao pulpar levando ao desenvolvimento da reabsorcao radicular externa
do tipo infalmatdéria que pode levar a perda rapida do dente.

A analise dos cortes longitudinais por meio da YyCT e da reconstrugao 3D
possibilitaram a avaliagdo de toda a raiz dentaria, do tecido 6sseo e do ligamento
periodontal.

Foi possivel identificar no Grupo Sham e OVX idependente do periodo que as
areas de reabsorgao radicular se concentravam na regido apical, as areas de
reabsorgcédo 6ssea no Grupo Sham foram evidentes no terco médio e no Grupo OVX
se concentravam no tergco médio e apical. Em geral essas s&o as regides mais
atingidas pela reabsorcdo em consequéncia do processo inflamatoério gerado pelo
proprio trauma da avulsdo e do reimplante e posteriormente pela degeneracéo
pulpar (Andreasen et al.,, 1995) que pbde ser observada na analise
histomorfométrica e imunoistoquimica.

O espaco do ligamento periodontal foi maior no grupo Sham, tal fato pode ser
explicado devido a manutencado do ligamento periodontal entre o osso alveolar e o0
cemento (HO SP et al., 2009b) . Entretanto, no grupo OVX o espaco foi menor
devido ao estreitamento do ligamento periodontal em virtude reparo 6sseo.

Mesmo com grande parte do ligamento periodontal viavel algumas éareas
podem sofrer necrose levando a perda de importantes estruturas como os
cementoblastos e o pré-cemento. A substituicdo de cementoblastos por
osteoblastos, durante o processo de reparo, permitira que na presenca de uma
concentracdo mais elevada de mediadores local ou sistémico da inflamagao essas
células gerenciem unidades osteoremodeladoras sobre a superficie radicular
fazendo com que o dente participe do processo de remodelagdo éssea iniciando
gradualmente sua substituicdo por osso (Consolaro, 2005).

O estrogeno € um horménio que tem um importante papel no controle do
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metabolismo ésseo regulando a expressao de proteinas como a Osteoprotegerina
(OPG) (Wang et al., 2008, Jabbar et al., 2009) e RANKL (Jabbar et al., 2009) e
citocinas pré-inflamatérias (Shul et al., 2008, Zhou et al., 2009). A sua deficiéncia
causa a liberagao de citocinas, como a IL-6 e TNF-a, que desempenham um papel
destrutivo ao tecido 6sseo, e tém sido relacionadas a patogénese da osteoporose
(Zhou et al., 2009). Outra ligagao do estrogeno com a destruigcdo do tecido ésseo
esta relacionado com o fato do estrégeno apresentar importante papel na
destruicdo dos osteoclastos, células responsaveis pela reabsorgcéo 6ssea (Kameda
et al., 1997). O que poderia explicar as diferengas entre o grupo Sham e OVX com
relacdo ao processo inflamatoério, profundidade de reabsorcdo radicular e
osteoclastogenese revelada pelos diferentes métodos de analise.

Diante do exposto observa-se neste estudo que a ovariectomia ndo produziu
uma alteracao significativa nos tecidos periodontais a ponto de provocar grandes

mudancgas no processo de reparo do reimplante imediato.






75

Conclusdo

Apos analise histomoformométrica, imunoistoquimica e por micro-ct foi
possivel concluir que a ovariectomia nao influenciou de forma significativa no

processo de reparo do reimplante imediato.
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Fig. 3. Imagem da micro-ct para identificar os cortes: corte mesial.



Fig.4 Sham 28 dias — Ligamento periodontal reparado, com
preservagao da integridade do cemento e da dentina. Raiz
dentaria (RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA).
HE. 100um.
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Fig.6 Sham 28 dias — Tecido pulpar degenerado. Tecid
pulpar (TP). HE. 100um.

Fig.8 Sham 28 dias — Células imunorreativas ao PCNA (seta)
no ligamento periodonatal. Raiz dentaria (RD); ligamento
periodontal (LP); osso alveolar (OA). PCNA. 100um.
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Fig.5 OVX 28 dias — Area de reabsorgdo radicular. Raiz
dentaria (RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA).
HE. 100um.

{8 ’; ]
Fig.7 OVX 28 dias — T
(TP). HE. 100um.

Fig.9 OVX 28 dias — Células imunorreativas ao PCNA (seta)
no osso alveolar. Raiz dentaria (RD); ligamento periodontal
(LP); osso alveolar (OA). PCNA. 100um.
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Fig.10 Sham 28 dias — Tecido pulpar com auséncia de células  Fig.11 OVX 28 dias — Tecido pulpar com auséncia de células
imunorreativas ao PCNA. Tecido pulpar (TP). PCNA. 100um. imunorreativas ao PCNA. Tecido pulpar (TP). PCNA. 100um.

Fig.12 Sham 28 dias — Osteoclastos imunorreativos a TRAP  Fig.13 OVX 28 dias — Osteoclastos imunorreativos a TRAP
(seta) presentes na superficie do osso alveolar. Raiz dentaria  (seta) presentes na superficie radicular e no osso alveolar.
(RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA). TRAP. Raiz dentaria (RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar
100pm. (OA). TRAP. 100um.

Fig.14. Sham 45 dias — Cemento e dentina integros. Fig.15. OVX 45 dias — Area de reabsorgéo radicular. Raiz
Ligamento periodontal reparado. Raiz dentdria (RD); dentaria (RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA)
ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA).. HE. 100pm. HE. 100um.
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Fig.16 Sham 45 dias — Tecido pulpar degenerado. Tecido Fig.17 OVX 45 dias — Tecido pulpar degenerado. Tecido
pulpar (TP). HE. 100pm. pulpar (TP). HE. 100pm.

Fig.18 Sham 45 dias — Auséncia de células imunorreativas ao  Fig.19 OVX 45 dias — Células imunorreativas ao PCNA (seta)
PCNA. Raiz dentaria (RD); ligamento periodontal (LP); osso no ligamento periodontal. Raiz dentaria (RD); ligamento
alveolar (OA). PCNA. 100pm. periodontal (LP); osso alveolar (OA). PCNA. 100um.

Fig.20 Sham 45 dias — Tecido pulpar com auséncia de Fig.21 OVX 45 dias — Tecido pulpar com auséncia de células
células imunorreativas ao PCNA. Tecido pulpar (TP). PCNA. imunorreativas ao PCNA. Tecido pulpar (TP). PCNA. 100pm.
100pm.
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Fig.22 Sham 45 dias — Osteoclastos imunorreativos a TRAP Fig.23 OVX 45 dlas - Osteoclastos |munorreat|vos a TRAP
(seta) presentes na superficie do osso alveolar. Raiz dentaria (seta) presentes na superficie do osso alveolar e no
(RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA). TRAP. ligamento periodontal. Raiz dentaria (RD); ligamento
100pm. periodontal (LP); osso alveolar (OA). TRAP. 100um.

Fig.24 Sham 60 dias — Ligamento periodontal reparado e Fig.25 OVX 60 dias — Area de reabsorgédo radlcular Raiz
preservagdo do cemento e da dentina. Raiz dentaria (RD); dentaria (RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA);
ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA). HE. 100um. tecido pulpar (TP). HE. 100um.
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Fig.26 Sham 60 dias — Tecido pulpar degenerado. Tecido Fig.27 OVX 60 dias — Tecido pulpar degenerado. Tecido
pulpar (TP). HE. 100um. pulpar (TP). HE. 100pm.



Fig.28 Sham 60 dias — Células imunorreativas ao PCNA Fig.29 OVX 60 dias — Células imunorreativas ao PCNA (seta)
(seta) no ligamento periodontal. Raiz dentaria (RD); no ligamento periodontal. Raiz dentaria (RD); ligamento
ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA). PCNA. periodontal (LP); osso alveolar (OA); tecido pulpar (TP). PCNA.
100pm. 100pm.

Fig.30 Sham 60 dias — Tecido pulpar com auséncia de células Fig.31 OVX 60 dias — Tecido pulpar com auséncia de
imunorreativas ao PCNA. Tecido pulpar (TP). PCNA. 100um. células imunorreativas ao PCNA. Tecido pulpar (TP).
PCNA. 100um.

Fig.32 Sham 60 dias — Osteoclastos imunorreativos a TRAP  Fig.33 OVX 60 dias — Osteoclastos imunorreativos a TRAP
(seta) presentes na superficie do osso alveolar. Raiz dentaria  (seta) presentes na superficie do osso alveolar. Raiz dentaria
(RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA). TRAP. (RD); ligamento periodontal (LP); osso alveolar (OA). TRAP.
100pm. 100pm.
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Figura 34A-C. Fotomicrografias de corte histolégico da maxila submetidos ao método da
imuno-peroxidase indireta para identificacdo de PCNA e corado com -fast green”. Em A,
observar a adequada e especifica imunomarcacdo dos nucleos de células da camada
basal do epitélio bucal (seta maior) e de foliculo piloso da pele perilabial (seta maior). Em
B, observar a regido média do ligamento periodontal de animal do grupo ovariectomizado
(28 dias). Observar a presenga de inumeras células imunorreativas (seta). Em C,
fotomicrografia anterior em maior resolugdo mostrando células imunorreativas (seta). LP,
ligamento periodontal; AO, osso alveolar; RD, raiz dentaria. A: 100pm; B: 160um; C:
100pm.
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Figura 35A-C. Fotomicrografias de corte histolégico da maxila submetidos ao método da
imuno-peroxidase indireta para identificacao de TRAP e corado com hematoxilina. Em A,
observar a adequada e especifica imunomarcacao restrita ao compartimento citosdlico
das células clasticas (osteoclastos)na superficie do osso alveolar associado ao dente
incisivo (setas). Em B, observar a identificacdo de inumeros osteoclastos imunorreativos
a TRAP, dispersos na superficie do osso alveolar. Em C, observar células clasticas
distribuidas no ligamento periodontal ndo exibindo relagédo com superficies mineralizadas
(setas). LP, ligamento periodontal; AO, osso alveolar; RD, raiz dentaria. A: 100um; B:
40um; C: 40um.
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Figura 36A-F. Fotomicrografias de cortes histolégicos da maxila de ratas do grupo
controle (A-B) e ovariectomizadas (C-F), submetidos ao método da imuno-peroxidase
indireta para identificagdo de caspase 3 (A-B), RUNX2 (C-D) e OPG (E-F) corado com
hematoxilina. Em A, observar a auséncia de imunorreatividade a caspase 3 nas células
(seta) do ligamento periodontal. Em B, observar que algumas poucas células da medula
Ossea exibe possivel imunorreatividade a caspase 3 (seta). Em C, observar a presenca
de inumeras células com imunorreatividade nuclear para RUNX2 no ligamento
periodontal, sendo que algumas células (linhagem fibroblastica) exibem marcagéo
inespecifica (seta). Em D, a imunorreatividade a RUNX2 foi mais especifica, restringindo
a células da linhagem osteogénica (seta) visualizadas em uma das suturas da maxila. Em
E, observar a imunorreatividade inespecifica a OPG no ligamento periodontal do incisivo
(seta). Em F, observar auséncia de imunorreatividade a OPG em corte histolégico de
animal do mesmo grupo experimental (seta). LP, ligamento periodontal; AO, osso
alveolar; RD, raiz dentaria. A-B: 40um; CD: 100um; E-F: 160um.



Fig. 37. Grupo Sham 28 dias: Reabsorg¢ao radicular na regido apical.

Fig. 38. Grupo Sham 28 dias: Reabsorcao 6ssea na regido de terco médio.

Fig. 39. Grupo Sham 28 dias: tecido mineralizado em contato com o tecido
dentario no terco apical.
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Fig. 40. Grupo OVX 28 dias: reabsorgao radicular na regido de terco apical.

Fig. 41. Grupo OVX 28 dias: reabsor¢ao 6ssea na regiao de terco médio e
reabsorgao radicular no tergco médio e apical.

Fig. 42. Grupo Sham 60 dias: reabsorc¢do 6ssea na regido de tergo médio e
reabsorgao dentaria no tergo médio e apical.
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Fig. 43. Grupo OVX 60 dias: reabsorgéo 6ssea no tergo apical e médio.
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Tabela 1: Escores e analise estatistica dos detalhes histomorfométricos na insercao

epitelial apos o reimplante dentario imediato aos 28, 45 e 60 dias. Foi utilizado o teste

nao paramétrico de Mann-Whitney com nivel de significAncia de 5%.

Insercéo Epitelial

Detalhes histomorfométricos SHAM OvX SHAM OovX SHAM OvX
Itens avaliados/Scores (28 dias) (28 dias) (45dias) (45dias) (60 dias) (60 dias)
Area
1 4/8 3/7 2/8 3/9 5/7 3/8
2 4/8 4/7 6/8 6/9 2/7 4/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 1/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacdo intergrupos no a a a a a a
mesmo periodo
Intensidade do processo
inflamatorio agudo
1 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 2/8 0/7 4/8 7/9 6/7 3/8
3 6/8 77 4/8 2/9 /7 5/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no
mesmo periodo a a a a a a
Extensdo do processo inflamatorio
agudo
1 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 4/8 /7 4/8 6/9 6/7 8/8
3 4/8 6/7 4/8 3/9 1/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no
mesmo periodo a a a a a a
Intensidade do processo
inflamatorio cronico
1 1/8 0/7 1/8 0/9 0/7 0/8
2 7/8 717 7/8 9/9 7/7 8/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacgdo intergrupos no a a a a a a
mesmo periodo
Extensdo do processo inflamatorio
crénico
1 1/8 0/7 0/8 0/9 2/7 0/8
2 7/8 7/7 8/8 9/9 5/7 8/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no 4 a a a a a

mesmo periodo
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Tabela 2: Escores e andlise estatistica dos detalhes histomorfométricos no ligamento

periodontal apds o reimplante dentario imediato aos 28, 45 e 60 dias. Foi utilizado o teste

nao paramétrico de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%.

Detalhes histomorfométricos
Itens avaliados/Scores

Ligamento Periodontal
SHAM OovX SHAM ovX SHAM OovX
(28 dias) (28 dias) (45dias) (45dias) (60 dias) (60 dias)

Organizacao
1 6/8 1/7 1/8 0/9 0/7 0/8
2 1/8 3/7 6/8 8/9 6/7 3/8
3 1/8 3/7 1/8 1/9 1/7 5/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacio 1nter’grup0s no a b a a a a
mesmo periodo
Intensidade do processo
inflamatorio agudo
1 1/8 1/7 1/8 0/9 2/7 0/8
2 6/8 3/7 4/8 8/9 3/7 8/8
3 1/8 3/7 3/8 1/9 2/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no
mesmo periodo a a a a a a
Extensdo do processo inflamatorio
agudo
1 0/8 0/7 1/8 0/9 0/7 0/8
2 7/8 4/7 4/8 8/9 7/7 8/8
3 1/8 3/7 3/8 1/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no
mesmo periodo a a a a a a
Intensidade do processo
inflamatorio cronico
1 6/8 3/7 3/8 3/9 5/7 0/8
2 2/8 4/7 5/8 6/9 2/7 8/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacao 1ntergrupos no a a a a a b
mesmo periodo
Extensao do processo inflamatorio
crénico
1 8/8 1/7 1/8 0/9 0/7 0/8
2 0/8 6/7 7/8 9/9 7/7 8/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no 4 a a a a a

mesmo periodo
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Tabela 3: Escores e analise estatistica dos detalhes histomorfométricos na raiz dentaria

apdés o reimplante dentario imediato aos 28, 45 e 60 dias. Foi utilizado o teste nao

paramétrico de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%.

Detalhes histomorfométricos
Itens avaliados/Scores

Reabsorcao radicular

Raiz Dentaria
SHAM OovX SHAM ovX SHAM OovX
(28 dias) (28 dias) (45dias) (45dias) (60 dias) (60 dias)

1 1/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
3 7/8 7/7 8/8 9/9 7/7 8/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacdo intergrupos no a a a a a a
mesmo periodo
Extensdo da reabsor¢do radicular
1 1/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 7/8 7/7 8/8 9/9 7/7 8/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparagdo intergrupos no a a a a a a
mesmo periodo
Profundidade da reabsor¢ao
radicular
1 1/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 7/8 7/7 8/8 4/9 7/7 0/8
3 0/8 0/7 0/8 5/9 0/7 4/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 4/8
Comparacio 1nter3grupos no a a a b a b
mesmo periodo
Reparo da reabsorcao radicular
1 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 8/8 717 8/8 9/9 7/7 8/8
Comparacdo intergrupos no a a a a a a

mesmo periodo
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Tabela 4: Escores e anadlise estatistica dos detalhes histomorfométricos no tecido ésseo
apdés o reimplante dentario imediato aos 28, 45 e 60 dias. Foi utilizado o teste nao

paramétrico de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%.

Tecido Osseo

Detalhes histomorfométricos SHAM OVvX SHAM OoVvX SHAM OVvX
Itens avaliados/Scores (28 dias) (28 dias) (45dias) (45dias) (60 dias) (60 dias)
Reabsor¢ao ativa ¢ inativa
1 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
3 8/8 7/7 8/8 9/9 7/7 8/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacgao intergrupos no
P meimo peri%)d(l)3 a a a a a a

Tabela 5: Escores e analise estatistica dos detalhes histomorfométricos referentes a
anquilose apdés o reimplante dentario imediato aos 28, 45 e 60 dias. Foi utilizado o teste

nao parameétrico de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%.

Anquilose
Detalhes histomorfométricos SHAM OVX SHAM OVX SHAM OVX
Itens avaliados/Scores (28 dias) (28 dias) (45dias) (45dias) (60 dias) (60 dias)
Anquilose
1 8/8 7/7 8/8 9/9 7/7 7/8
2 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 1/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
Comparacdo intergrupos no
b me‘;smo peri%dg a a a a a a

Tabela 6: Escores e analise estatistica dos detalhes histomorfométricos na polpa apdés o

reimplante dentario imediato aos 28, 45 e 60 dias. Foi utilizado o teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%.
Polpa
Detalhes histomorfométricos SHAM OVX SHAM OVX SHAM OVX
Itens avaliados/Scores (28 dias) (28 dias) (45dias) (45dias) (60 dias) (60 dias)
Polpa
1 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
2 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
3 0/8 0/7 0/8 0/9 0/7 0/8
4 8/8 7/7 8/8 9/9 717 8/8
mpar mitergr n
Ry 0 e R S S SRS
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Grafico 1: Valores da média e desvio padrdo do numero de células imunorreativas ao
PCNA no tergo apical, médio e cervical no cemento, apés o reimplante dentario imediato
para o grupo Sham e OVX, nos tempos poés-operatorios de 28, 45 e 60 dias. A andlise
estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste de Mann-
Whitney com nivel de significancia de 5%. Ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos.
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Grafico 2: Valores da média e desvio padrdao do numero de células imunorreativas ao
PCNA no tergo apical, médio e cervical no ligamento periodontal, apés o reimplante
dentario imediato para o grupo Sham e OVX, nos tempos pds-operatérios de 28, 45 e 60
dias. A analise estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste
de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%. Nao houve diferenga estatistica entre

OS grupos.
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Grafico 3: Valores da média e desvio padrdo do numero de células imunorreativas ao
PCNA no ter¢o apical, médio e cervical no osso alveolar, apés o reimplante dentério
imediato para o grupo Sham e OVX, nos tempos pds-operatorios de 28, 45 e 60 dias. A
analise estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste de
Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenca estatistica entre os

grupos.

45

40 ]

35

& Sham

(10° pm?)

sovx

N° de células imunorreativas ao PCNA/

i

Aplcal Médio

60

Grafico 4: Valores da média e desvio padrdo do numero de células imunorreativas ao
PCNA no terco apical, médio e cervical na polpa, apés o reimplante dentario imediato
para o grupo Sham e OVX, nos tempos pdés-operatorios de 28, 45 e 60 dias. A analise
estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste de Mann-
Whitney com nivel de significancia de 5%. Nao houve diferenca estatistica entre os

grupos.
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Grafico 5: Valores da média e desvio padrao do numero de células imunorreativas a
TRAP no tergo apical, médio e cervical no cemento, apds o reimplante dentario imediato
para o grupo Sham e OVX, nos tempos pds-operatdrios de 28, 45 e 60 dias. A analise
estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste de Mann-

Whitney com nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenga estatistica entre os

grupo.
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Gréfico 6: Valores da média e desvio padrao do numero de células imunorreativas a
TRAP no tergo apical, médio e cervical no ligamento periodontal, apés o reimplante
dentario imediato para o grupo Sham e OVX, nos tempos pds-operatérios de 28, 45 e 60
dias. A analise estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste
de Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenca estatistica entre

0S grupos.
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Grafico 7: Valores da média e desvio padrdao do nimero de células imunorreativas a
TRAP no tergo apical, médio e cervical no tecido ésseo, apdés o reimplante dentario
imediato para o grupo Sham e OVX, nos tempos pds-operatérios de 28, 45 e 60 dias. A
analise estatistica foi realizada entre os grupos nos mesmos periodos pelo teste de
Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenga estatistica entre os

grupos.
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reabsorcao

radicular (grafico 8A), do espago do ligamento periodontal (grafico 8B), da reabsorgao

Ossea (grafico 8C) e da profundidade de reabsorgcédo radicular (grafico 8D) apds o

reimplante dentario imediato para o grupo Sham e OVX, nos tempos pds-operatorios de

28 e 60 dias. A analise estatistica foi realizada entre os grupos no mesmo periodos pelo

teste de Mann Whitney com nivel de significancia de 5%. ERR, extensido da reabsorg¢ao

radicular;

ELP, espaco do

ligamento periodontal;

profundidade da reabsor¢ao radicular.

RO,

reabsor¢cdao Ossea; PRR,
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Anexos

Anexo A — Normas do periddico -Journal of Dental Research”

The Journal of Dental Research (JDR) is a peer-reviewed scientific journal
dedicated to the dissemination of new knowledge and information on all science
relevant to dentistry and to the oral cavity and associated structures in health and
disease. The Journal of Dental Research’s primary readership consists of oral,
dental and craniofacial researchers, clinical scientists, hard-tissue scientists,
dentists, dental educators, and oral and dental policy-makers. The Journal is
published monthly, allowing for frequent dissemination of its leading content. The
Journal of Dental Research also offers OnlineFirst, by which forthcoming articles

are published online before they are scheduled to appear in print.

Authors of all types of articles should be aware of the following guidelines when
submitting to JDR.
ONLINE SUBMISSION

Submissions to the Journal of Dental Research are only accepted for consideration via the

SAGETrack online manuscript submission site at http://mc.manuscriptcentral.com/jdr.

Authors who do not have an active account within the system are required to create a new
account by clicking, -Greate Account,” on the log-in page. The system will prompt the
authors through a step by step process to create their account. Once created authors can
submit their manuscripts by entering their -Author Center” and clicking the button by -CGlick

Here to Submit a New Manuscript.”

If any difficulty is encountered at anytime during the account creation or submission
process, authors are encouraged to contact the Journal of Dental Research Publications

Coordinator, Kourtney Skinner, at kskinner@iadr.org.

MANUSCRIPT REQUIREMENTS BY TYPE
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The Journal of Dental Research accepts the following types of manuscripts for

consideration:

Original Research Reports: These manuscripts are based on clinical, biological, and
biomaterials and bioengineering subject matter. Manuscripts submitted as research
reports have a limit of 2,700 words (including abstract, introduction, materials, methods
results, discussion and acknowledgments; excluding figure legends and references); a

total of 4 figures or tables; 30 references; and must contain a 200 words abstract.

Letters to the Editor*: Letters must include evidence to support a position about the
scientific or editorial content of the JDR. Manuscripts submitted as a letter to editor have a
limit of 250 words. No figures or tables are permitted. Letters on published articles must

be submitted within 3 months of the article’s print publication date.

Guest Editorials*: A clear and substantiated position on issues of interest to the
readership community can be considered for this manuscript type. Guest Editorials are

limited to 1,000 words. No figures or tables are permitted.

Discovery!: Essays that explore seminal events and creative advances in the
development of dental research are considered for the -Biscovery!” section of the Journal.
Manuscripts are to be submitted by invitation only. Questions regarding -Biscovery!”

should be directed to Dr. Marty Taubman, at mtaubman@forsyth.org.

Critical Reviews in Oral Biology & Medicine: These manuscripts should summarize
information that is well known and emphasize recent developments over the last three
years with a prominent focus on critical issues and concepts that add a sense of
excitement to the topic being discussed. Manuscripts are to be submitted by invitation
only. Authors interested in submitting to this section must contact the Editor of Critical

Reviews in Oral Biology & Medicine, Dr. Dana Graves, at dgraves@iadr.org for

submission approval and instructions. Manuscripts submitted as Critical Reviews have a
limit of 4,000 words; a total of 6 figures or tables; 60 references; and must contain a 200

word abstract.

Additional Instructions for Critical Reviews:
-It is important to include several illustrations or diagrams to enhance clarity. Manuscripts

that lack figures or diagrams typically receive a low priority score.
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-Summarize important concepts in tables or flow charts or show critical data in the form of
figures. NOTE: authors will need to obtain permission to reproduce a previously published

figure or table.

-Due to the broad readership, abbreviations commonly recognized in one field may not be

readily apparent to those in a different field. Keep abbreviation use to a minimum.

-The cover page, abstract, text, summary, figure legends, and tables should be combined

into a single Word document. Figures should be submitted as a separate document.

-To view examples of recent Critical Reviews in the Journal, please click the following
links:http://jdr.iadrjournals.org/cqi/content/full/86/9/800 or
http://jdr.iadrjournals.org/cgi/content/full/85/7/584

*Brief responses to Letters to the Editor or Guest Editorials will be solicited for

concurrent publication.

Clinical Reviews (formerly Concise Reviews): These manuscripts are generally
systematic reviews of topics of high clinical relevance to oral, dental and craniofacial
research. Meta-analyses should be considered only when sufficient numbers of studies
are available. Manuscripts that include investigations of limited study quality of
understudied areas are typically not acceptable as topics for a clinical review. Although
some systematic reviews may be well done, those that receive highest scientific priority
will only be considered given the very limited space allowed for these reviews in the

Journal.

Manuscripts submitted as Clinical Reviews have a strict limit of 4,000 words (including
abstract, and the main text of the manuscript including acknowledgments; excluding figure
legends and references); a total of 6 figures or tables; up to a maximum of 60 references;
and must contain a 200 word abstract. Manuscripts above the 4,000 word/figure or table
limit may use supplemental appendices for other supporting information that would be

available online only.

Additional Instructions for Clinical Reviews:
-It is important to include illustrations or diagrams to enhance clarity. Manuscripts that lack

figures or diagrams typically receive a low priority score.
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-Summarize important concepts in tables or flow charts or show critical data in the form of
figures. NOTE: authors will need to obtain permission to reproduce a previously published

figure or table.

-Due to the broad readership, abbreviations commonly recognized in one field may not be

readily apparent to those in a different field. Keep abbreviation use to a minimum.

-The cover page, abstract, text, summary, figure legends, and table(s) should be
combined into a single Word document. Figures should be submitted as a separate

document.

- To view examples of recent Clinical Reviews in the Journal, please click the following
links: http://idr.sagepub.com/content/90/3/304.full.pdf+html or
http://{dr.sagepub.com/content/90/5/57 3.full.pdf+html

All submissions must include a title page and be accompanied by a cover letter and list of
suggested reviewers. Cover letters should certify the research is original, not under
publication consideration elsewhere, and free of conflict of interest. Title pages should
include: abstract word count, total word count (Abstract to Acknowledgments), total
number of tables/figures, number of references, and a minimum of 6 keywords. Keywords
cannot be words that have been included in the manuscript title. Key words should be
selected from Medical Subject Headings (MeSH) to be used for indexing of articles. See:

www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html for information on the selection of key words.

Please submit the names and email addresses of four preferred reviewers when prompted
by the SAGETrack system. Preferred reviewers cannot be colleagues at the contributors’

institution or present or former collaborators.

TITLES

Titles can consist of a maximum of 75 characters (including spaces). Titles do not
normally include numbers, acronyms, abbreviations or punctuation. The title should
include sufficient detail for indexing purposes but be general enough for readers outside

the field to appreciate what the paper is about.
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submission process if their paper received funding from NIH, NIDCR, or any other NIH
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FIGURE AND TABLE REQUIREMENTS

These guidelines are intended to aid authors in providing figures that will reproduce well in
both print and online media. Submitting digital image files that conform to these guidelines
will prevent delays in the review and publication processes, and maximize the published

quality of your figures.

Figure Types

JDR figures can fall into one of three categories: Continuous-tone images, Line-art
images, and Combination images. Each image type has specific requirements in terms
of the resolution needed for publication and the file types best suited for the figure. See

the following panels for examples and requirements.

Resolution

In order for a figure to be used in publication, its Digital Image File must have the required
resolution when it is created. The resolution cannot be raised after the original image is
made. Attempting to do so (for example, with Adobe Photoshop’s© -mage Size”
command) results in the addition of artificial pixels that distort the image and lower its

sharpness. The figures on the right show an example of this reduced sharpness.

Fonts
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Limit fonts used in any figure to Times, Times New Roman, Arial, Frutiger, and Sabon.
Other fonts cannot be guaranteed to reproduce properly.

Files containing figures and tables should be clearly labeled to indicate their placement in
the text or appendix. Tables should be viewable in a portrait view. Tables that are created
in a landscape view are more suitable for an appendix.

If the online version is in color and the printed version in black and white, please submit
separate files for each version. Figures should be identical except in color or grayscale.
The cost of color figures in the print version will be borne by the authors. Rates for color
reproduction are $300 per initial page of color and $150 for each additional page of color.
However, there are no charges for figures and diagrams printed in black and white. Color

figures many be included in the online version of JDR with no extra charges.

REFERENCES

Citations should be arranged in alphabetical order by last name of the first author without
numbering. When citing a reference in the text, provide attribution for the subject under
discussion. -Et al” should be used when the cited work is by six or more contributors.
When the cited work is by two contributors, use both surnames cited in the following
manner: Last Name1, First Name1, Last Name2, First Name2. When citing multiple
references by the same author(s) in the same year, use -a,” b,” etc. (e.g., Jones, 1980b).
Multiple references should be listed in chronological order of publication, separated by

semi-colons. Avoid using abstracts as references.

When citing a website, list the authors and title if known, then the URL, include the date it
was accessed in parentheses. Include among the reference papers accepted but not yet
published; designate the journal and add -in press.” Information from manuscripts
submitted but not yet accepted should be cited in the text as -unpublished observations” in
parentheses. The references must be verified by the author(s) against the original
documents and checked for correspondence between references cited in the text and
listed in the -References” section.

All items should be listed alphabetically by the author’s last name. For multiple entries by
the same author/authors, they should be cited as follows:

1. One author: chronologically by year of publication

2. Two authors: alphabetical by last names

3. Three or more authors: chronologically by year of publication

4. Same author, same publication, chronologically by date of publication, using a), b),
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etc., to designate order -Unpublished observations” and spersonal communications” may
be inserted into and cited in the text with written permission from the correspondents, but

are not to be used as references.

For examples of reference citation formats, please visit:

www.iadr.org/files/public/JDR ReferenceExamples.pdf.

SUPPLEMENTAL FILES

Additional supporting data may be referenced as a supplemental appendix for publication
online only. All supplemental appendix files must be submitted with the manuscript for
review. Supplemental files may include additional figures or tables that exceed the
Journal’s limit. Material intended for the supplemental appendix must have -supplemental’

or -appendix” in the file name upon upload.

For additional information on formatting manuscripts please visit

www.iadr.org/files/public/ManuscriptComponents.pdf for a detailed description of required

manuscript components.

Language Editing: Manuscripts submitted for publication consideration should be written
in English. Prior to submission, if a manuscript would benefit from professional editing,
authors may consider using a language-editing service. Suggestions for this type of

service can be found at www.iadr.org/EditingServices. The Journal of Dental Research

does not take responsibility for, or endorse these services, and their use has no bearing

on acceptance of a manuscript for publication.

GENERAL INFORMATION FOR AUTHORS SUBMITTING A MANUSCRIPT
PRIOR PUBLICATION

Manuscripts submitted to the Journal of Dental Research are accepted for consideration
giving the understanding that it contains original material that has not been submitted for
publication or has been previously published elsewhere. Any form of publication other

than an abstract onlyconstitutes prior publication.

ICMJE COMPLIANCE STATEMENT

Manuscript submission guidelines for the Journal of Dental Research follow the -Uniform

Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” set forth by the
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International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). For additional information
please visit the ICMJE website at www.icmje.org/.
CONSORT 2010 CHECKLIST COMPLETION RANDOMIZED CLINICAL TRIALS POLICY

Manuscripts reporting a randomized clinical trial should follow the CONSORT guidelines.

The Journal requires authors of pre-clinical animal studies submit with their manuscript
the Animal Research: Reporting In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines. Authors of
human observations studies in epidemiology are required to review and submit a
STROBE statement. When uploaded to the SAGETrack system, any checklists completed
by authors should be given a supplementary file designation.

The CONSORT checklist can be downloaded from:
http://mc.manuscriptcentral.com/societyimages/idr/CONSORT+2010+checklist%5b1%5d.
doc.

The ARRIVE guidelines can be found here:
www.nc3rs.org.uk/downloaddoc.asp?id=1206&page=1357 &skin=0

The STROBE checklists can be found here:

www.strobe-statement.org/index.php?id=strobe-home

The Journal of Dental Research encourages authors to register their clinical trials in a
public trials registry. Authors of manuscripts describing such studies are asked to submit
the name of the registry and the study registration number prior to publication. Authors are
asked to include their clinical trial registration number at the end of their abstracts. In
accordance with the aforementioned -Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals,”clinical trials will only be considered for publication if they are

registered.

INSTITUTIONAL REVIEW BOARD AND WRITTEN INFORMED CONSENT

For protocols involving the use of human subjects, authors should indicate in their
Methods section that subjects’ rights have been protected by an appropriate Institutional
Review Board and written informed consent was granted from all subjects. When
laboratory animals are used, indicate the level of institutional review and assurance that

the protocol ensured humane practices.

PUBLIC GENE DATA

Prior to submission, the Journal of Dental Research asks that novel gene sequences be
deposited in a public database and the accession number provided to the Journal.

Authors may want to use the following Journal approved databases:
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GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html

EMBL: www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
DDBJ: www.ddbj.nig.ac.jp/sub-e/html

Manuscript submissions including microarray data should include the information
recommended by the MIAME guidelines in their submission, and/or identify the
submission details for the experiments details to one of the publicly available databases
such as Array Express or GEO. Information on MIAME, Array Express and GEO can be
found by clicking on the corresponding links below:

MIAME: www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html

ArrayExpress: www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

GEO: www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

OPEN ACCESS COMPLIANCE STATEMENT

Effective April 7, 2008 the National Institutes of Health (NIH) Revised Policy on Enhancing
Public Access to Archived Publications Resulting from NIH-Funded Research (Public
Access Policy) requires all studies funded by NIH to submit or have submitted for them
their final peerreviewed manuscript upon acceptance for publication to the National
Library of Medicine's PubMed Central (PMC) to be made publicly available no later than
12 months after the official date of publication. Only final, copyedited manuscripts are
uploaded.

Manuscripts by authors whose work is funded by the Wellcome Trust will be released from
access control immediately upon publication. Members of the IADR/AADR will be invoiced
$3,800; non-Members will be billed $4,300 for this immediate access. No separate page
or color charges will be assessed.

Authors are required to specify during the submission process if their paper received
funding from NIH or NIDCR and provide the grant number.

The Journal of Dental Research will deposit final, copyedited papers to PubMed Central

on behalf of the authors.

DEFINITION OF CONTRIBUTORSHIP IN JDR

As stated in the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals,
put forth by the ICMJE, the Journal considers the following as an accurate definition

ofcontributorship:

Contributors Listed in Acknowledgments
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All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an
acknowledgments section. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help, writing assistance, or a department
chairperson who provided only general support. Editors should ask corresponding authors
to declare whether they had assistance with study design, data collection, data analysis,
or manuscript preparation. If such assistance was available, the authors should disclose
the identity of the individuals who provided this assistance and the entity that supported it
in the published article. Financial and material support should also be acknowledged.
Groups of persons who have contributed materially to the paper but whose contributions
do not justify authorship may be listed under such headings as -€linical investigators” or
-participating investigators,” and their function or contribution should be described—for
example, -served as scientific advisors,” -eritically reviewed the study proposal,” -eollected
data,” or -provided and cared for study patients.” Because readers may infer their
endorsement of the data and conclusions, these persons must give written permission to
be acknowledged.
CONTRIBUTOR FORMS

All rights to manuscripts will be transferred to the Journal of Dental Research upon
submission. Submission of a manuscript will constitute each author’'s agreement that the
Journal holds all propriety rights in the manuscript submitted, including all copyrights.
Upon acceptance, the corresponding author will be asked to sign a formal transfer of
copyright. Only the corresponding author is required to complete a contributor form unless
any co-authors are work-for-hire or government employees. If co-authors fall into either of
these categories, the corresponding author should contact the editorial office at
i[dr@iadr.org for additional instruction.

Please note that the Journal of Dental Research secures completed contributor forms
electronically via the SAGETrack online submission and review system.
Without the completion of the contributor form for all co-authors listed, accepted

manuscripts cannot continue into production, delaying publication.

CHARGES ASSOCIATED WITH PUBLICATION

Page Charges
There is a charge of $40 (U.S.) for every printed page in the Journal of Dental Research.
There is a charge of $25 (U.S.) for every electronic page in a Web appendix. You will

receive an invoice with your page proofs.
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Color Figure Charges

The cost of color figures in the print version will be borne by the authors. Rates for color
reproduction are $300 per initial page of color and $150 for each additional page of color.
However, there are no charges for figures and diagrams printed in black and white. Color
figures many be included in the online version of JDR with no extra charges.

Reprint Charges

Reprints can be ordered for material printed in the Journal of Dental Research and online
only appendices. Quantities of reprints can be purchased with the reprint order form sent
with page proofs to the contributors. Pre-payment is required for reprints. Visa,
MasterCard, American Express and check are all acceptable forms of payment. Authors
must pay for color figures in reprints. Reprints will be mailed from 6 to 8 weeks after the
article appears in the Journal. To contact SAGE for additional information or to order

reprints, visit the SAGE site at www.sagepub.com/journalsReprints.nav.
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Anexo B — Certificado do comité de Etica em Experimentagdo Animal

(CEEA)

%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne s " 4{LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aragatuba

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “EFEITO DA OVARIECTOMIA NO REIMPLANTE
DENTARIO : ANALISE HISTOMORFOMETRICA E IMUNOISTOQUIMICA
EM RATAS?” sob responsabilidade da Profa. Dra. Sénia Regina Panzarini
Barioni e colaboracio de Prof. Dr. Wilson Roberto Poi e Roberta Okamoto de
acordo com os Principios Eticos da Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado pela
CEEA niimero de protocolo nimero 009289-2010

Aracatuba, 18 de Fevereiro de 2010

Prof.2 Adj. Tereza Cristina Cardoso da Silva
Presidente da CEEA- FOA/UNESP

Fi de O logia e Curso de \ aria — Dep
Animal, Rua Clévis Pestana, 793 CEP 16050-680 Aragatuba —~ SP
Tel (18) 3636- 1350 Fax (18) 3636- 1352 E-mail: dapsa@fmva.unesp.br

de Apoio , F ¢do e Salde
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Anexo C — llustracdo do material e método

Fig.44: Tricotomia Fig.45: Exposicao do ovario

Fig.46: Remogéo do ovario Fig.47: Sutura

Fig.48: Sindesmotomia
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Fig.52: uCT 40, Scanco Medical, Basserdorf, Fig.53: Interior da maquina da pCT
Germany

Fig.54: Suporte para escanear aos espécimes em Fig.55: Maxila escaneada
diferentes resolugoes
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Fig.56: Preparagdo das imagens palra transportar Fig.57: Selecdo das imagens para transportar
os arquivos DICOM para o programa Amira. os arquivos DICOM para o programa Amira.

Fig.58: Selecao das imagens para transportar os Fig.59: Selecdo das imagnes para transportar
arquivos DICOM para o programa Amira. os arquivos DICOM para o programa Amira.
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Anexo D - llustracio de figuras

4

R 35 7 S

WA
Fig.63 OVX 45 dias — Fibras do ligamento periodontal
reinseridas no cemento e osso. TM. 100um

- , i “ N “ 4
Fig.62 Sham 45 dias — Disposicéo perpendicular das fibra do
ligamento periodontal reinseridas no osso e cemento. TM.

100pum

Fig.64 Sham 60 dias — Fibras do Iigament periodontal
ligamento periodontal. TM. 100pm

inseridas no cemento e no osso alveolar. TM. 100um




