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Covre LM. Uso da mistura de a e B-amirina como meio de conservagdo em
reimplante dentério. [Dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2019.

RESUMO

A avulsdo dentaria é considerada o tipo mais grave de trauma dentario, sendo o
reimplante considerado o seu melhor tratamento. O controle da inflamag&o durante o
processo de reparo periodontal € de extrema importancia, visando impedir a
ocorréncia da reabsorcdo radicular no dente reimplantado. A resina extraida da
arvore Protium heptaphyllum recebe destaque por suas propriedades anti-
inflamatorias, tendo como principais componentes a a e B-amirina. O objetivo deste
estudo foi avaliar o processo de reparo do ligamento periodontal de dentes de ratos
reimplantados, utilizando a mistura de a e B-amirina como meio de conservagao.
Foram utilizados 36 ratos machos, divididos em 3 grupos. Foi extraido o incisivo
central superior direito de todos os ratos, deixado no respectivo meio de
conservagao e depois reimplantado. A divisdo dos grupos foi realizada de acordo
com o0 meio de conservacao utilizado por um periodo de 20 minutos, apés o dente
permanecer 20 minutos em meio seco, sendo: Grupo SO - soro fisiolégico 0,9%;
Grupo AMSC - solucédo de a e B-amirina a 10% diluida em tween 80, sem tratamento
de canal; e Grupo AMCC - solucédo de a e B-amirina a 10% diluida em tween 80,
com tratamento de canal. Apés 60 dias foi realizada a eutanasia dos ratos através
de perfuséo transcardiaca e posterior processamento histolégico. Os cortes obtidos
foram corados em Hematoxilina e Eosina e Picrosirius Red para estudo
histomorfométrico em microscopia de luz e polarizagdo, respectivamente. Foi
avaliada a area de fibras colagenas, matriz extracelular e vasos sanguineos, numero
de perfil nuclear, organizacao do ligamento periodontal, extensdo e intensidade do
processo inflamatorio, reabsorcdo dentaria e anquilose. Os testes Kruskal-Wallis e
post-hoc de Bonferoni foram utilizados para a comparagéo entre os grupos (a=0,05).
Dentre as diferencas significativas observou-se: O terco apical da raiz no grupo
AMCC apresentou maior porcentagem de area de vasos sanguineos em
comparacdo ao grupo SO. O mesmo também apresentou na andlise das fibras
colagenas, menor area de fibras Tipo | e maior area de fibras Tipo Ill, em

contrapartida o grupo AMSC apresentou a maior area de fibras tipo | e menor de



fibras tipo Ill. As outras variaveis foram semelhantes entre os trés grupos. Conclui-se
que a mistura de a e B-amirina possui potencial para utilizagdo como meio de
conservacao em avulsao dentaria, no entanto necessita de mais estudos em outras

concentracfes e meio de diluicdo para utilizacao topica.

Palavras-chave: Traumatismos dentarios. Avulsdo dentaria. Reimplante dentario.
Burseraceae.



Covre LM. Use of a and B-amirine mixture as a preservative in dental replantation.
[Dissertation] — Aracatuba: UNESP — S&o Paulo State University; 2019.

ABSTRACT

Tooth avulsion is considered the most severe type of dental trauma, and replantation
Is considered its best treatment. Inflammation control during the periodontal repair
process is extremely important, aiming to prevent the occurrence of root resorption in
the reimplanted tooth. The resin extracted from the Protium heptaphyllum tree is
highlighted for its anti-inflammatory properties, having as main components a and (3-
amirine. The aim of this study was to evaluate the periodontal ligament repair
process of reimplanted rat teeth, using the a and 3-amirine mixture as a preservative.
Thirty six male rats were divided into 3 groups. The right upper central incisor was
extracted from all rats, left in their preservation medium and then reimplanted. The
groups were divided according to the preservation medium used for a period of 20
minutes, after the tooth remained 20 minutes in a dry medium, as follows: Group SO
- saline 0.9%; AMSC Group - 10% a and B-amirine solution diluted in tween 80,
without root canal treatment; and AMCC Group - 10% a and B-amirine solution
diluted in tween 80, with root canal treatment. After 60 days the rats were euthanized
by transcardiac perfusion and subsequent histological processing. The obtained
sections were stained in Hematoxylin and Eosin and Picrosirius Red for
histomorphometric study in light and polarization microscopy, respectively. Collagen
fibers area, extracellular matrix and blood vessels, number of nuclear profile,
periodontal ligament organization, extent and intensity of inflammatory process, bone
and dental resorption and ankylosis were evaluated. Kruskal-Wallis and Bonferoni
post-hoc tests were used for comparison between groups (a = 0.05). Among the
significant differences were observed: The apical third of the root in the AMCC group
presented a higher percentage of blood vessel area compared to the SO group. It
also presented in the analysis of collagen fibers, the smallest area of Type | fibers
and the largest area of Type Il fibers, in contrast, the AMSC group presented the
largest area of Type | fibers and the smallest type Il fibers. The other variables were
similar between the three groups. It is concluded that the mixture of a and B-amirine
has potential for use as a storage medium for dental avulsion, however further

studies are required at other concentrations and dilution medium for topical use.
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1. INTRODUCAO

O trauma dentario pode ser definido como uma lesdo proveniente de um
impacto externo sobre os dentes e/ou outros tecidos duros e moles no interior e ao
redor da cavidade oral. E geralmente repentino, inesperado e acidental, requerendo
em alguns casos atendimento de emergéncia. -

A maior prevaléncia de trauma dentario na populacdo mundial envolve
criancas e adolescentes, no entanto, embora essas lesdes sejam mais comuns
nesses determinados grupos, todos os individuos estdo susceptiveis a uma lesédo
por trauma dentario, devido a suas atividades comuns diarias, assim como o
aumento dos niveis de violéncia e do niumero de acidentes de transito, tudo isso
contribuindo para que o trauma dentario se torne um problema de saude publica
emergente. -3

Dentro do trauma dentario, a avulsdo é considerada o tipo mais grave, ocorre
gquando ha o completo deslocamento do dente para fora de seu alvéolo,
caracterizado pelo rompimento do feixe vasculo-nervoso e das fibras do ligamento
periodontal. *°

O reimplante é considerado o melhor tipo de tratamento para o dente
avulsionado, mesmo que as condicdes ndo sejam favoraveis.® A patologia dentro do
reimplante envolve tanto reacdes pulpares quanto periodontais, a polpa e o
ligamento periodontal sofrem grandes danos quando o tempo extra-alveolar é muito
grande, sendo as reacgfes de cura dependentes em maior parte desse tempo, do
manuseio do dente avulsionado, grau de formac&o radicular, assim como do
emprego ou ndo de um meio de conservacdo adequado.®

Desse modo, o reimplante imediato € a melhor alternativa para os casos de
avulsdo dentaria, devido ao tempo que esse dente permaneceu fora do alvéolo, o
qual é critico para a sobrevivéncia das células do ligamento periodontal, uma vez
gue quando se consegue manter a viabilidade celular, permite-se uma maior
probabilidade de reinsercéo das fibras e preservacéo do dente. "#%%0

No entanto, o reimplante tardio ocorre com maior frequéncia, nesses casos 0
emprego de um meio de conservacdo adequado € de extrema importancia para
preservacdo da viabilidade celular. Varias substancias tém sido estudadas, como a
solucédo de balanceada de Hanks, agua, saliva, soro fisiologico, leite, clara de ovo,

prépolis, entre outras.*

Dissertagédo formatada seguindo as normas do periédico “Dental Traumatology”.
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Atualmente, o mercado farmacéutico tem demonstrado grande interesse para
pesquisas referentes ao emprego de plantas medicinais, sobretudo a aquelas
utilizadas pela populacédo, desse modo dando lugar ao desenvolvimento de novas
drogas. O Brasil € um pais com grande diversidade vegetal, portanto possuindo um
enorme potencial para o desenvolvimento de medicamentos que aliem o
conhecimento tradicional vinculado as plantas fitoterapicas e a tecnologia,
possibilitando ampliar os beneficios gerados com essa substancia.'*

A resina obtida da arvore Protium heptaphyllum é bastante utilizada na
medicina popular e vém sendo estudada nas areas de farmacologia, medicina e
odontologia, devido a suas propriedades anti-inflamatéria, analgésica,
antiplaquetaria, antinoceptiva, em cicatrizacéo de feridas, efeitos hipoglicemiantes e
hipolipemiantes, atividade anticonvulsivante, efeitos ansioliticos e
antidepressivos.12‘13'14'15‘16'17'18’19’20’21’22’23

A arvore Protium heptaphyllum, pertence a familia Burseraceae, também
conhecida popularmente por “almecega” e “breu-branco”, € encontrada na regiao da
América do Sul, principalmente na regido Amazoénica, Piaui, Bahia, Minas Gerais,
Goias, e em paises como Suriname, Colédmbia, Venezuela e Paraguai. A obtencdo
da substancia é realizada a partir de incisdes feitas no tronco da arvore, em que se
obtém um oleo-resina aromatico, que em contato com o ar se solidifica. E importante
ressaltar que o processo de obtencao da resina ndo causa nenhum tipo de dano a
arvore.”* Essa resina oleosa exsudada é rica em uma mistura de triterpenos,
identificados como a-amirina, B-amirina, breina, maniladiol, a-amirona, B-amirona e
lupenona, além de um éleo essencial rico em mono e sesquiterpenos.?*%

Os triterpenos tem chamado atencdo nos udltimos anos devido as suas
atividades terapéuticas. Na resina extraida da P. heptaphyllum a maior concentracao
de triterpenos esta na forma de a-amirina e [B-amirina, triterpenos pentaciclicos
considerados o seu principal componente e principal responsavel pelas propriedades
terapéuticas citadas acima, principalmente a anti-inflamatéria.*?

No reimplante, controlar a inflamacdo durante o reparo periodontal é de
extrema importancia, uma vez que a persisténcia da inflamacdo aguda ou cronica
durante um grande periodo estabelece um ambiente que estimula e favorece a

ocorréncia da reabsorcao radicular.®*°
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Desse modo, diante do exposto, o estudo da resina de P. heptaphyllum e
seus principais componentes, como meio de conservacdo no reimplante de dentes

de ratos avulsionados, torna-se relevante.
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2. PROPOSICAO
Avaliar o processo de reparo periodontal de dentes de ratos submetidos ao
reimplante apdés serem armazenados na mistura de a e B-amirina, extraidas da

resina de Protium heptaphyllum, diluidas em tween 80.
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3. MATERIAS E METODOS

O presente estudo foi iniciado somente apds aprovacdo pelo Comité de Etica
em Experimentacdo animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP,

sob numero de processo 00467-2018.

3.1 Obtencédo da mistura a e B-amirina extraida resina de P. heptaphyllum para
uso topico:

Um total de 10g da mistura da a e B-amirina na forma de p6 foi obtida atraves
de uma parceria com o Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui,
Teresina/Pl, que forneceu o material para estudo. A obtencdo da mistura de a e -
amirina extraidas da resina de P. heptaphyllum foi realizada como descrito
anteriormente por Vieira-Junior et al., 2005.>* Para aplicagdo como meio de
conservacdo, a mistura foi diluida em solugcdo de Tween 80, chegando a uma
solucdo com concentracdo de 10% da mistura a e B-amirina (Aphoticario Farmacia

de manipulacao, Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil).

3.2 Animais envolvidos e procedimentos realizados:

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso corporal variando entre
200-300g. Os animais foram obtidos junto ao biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP. Os ratos foram acomodados em gaiolas com cinco animais
cada, a uma temperatura ambiente de 22 + 2°C, 50 + 10% de umidade relativa do ar
e ciclos de claro/escuro de 12/12 horas. Receberam agua ad libitum e racao
granulada durante todo o experimento, exceto 12 horas antes da cirurgia, em que 0s
mMesmos permaneceram em jejum.

Para execucéo dos procedimentos experimentais 0s animais receberam como
relaxante muscular a xilazina (10mg/kg, Coopazine; Coopers, Sdo Paulo, Brasil) e
para a anestesia o cloridrato de quetamina (80 mg/kg, Vetanarcol; Laboratorios
Kodnig, Buenos Aires, Argentina), ambas as drogas administradas por via
intramuscular (1.M.). Apds serem anestesiados, 0s animais foram posicionados na
mesa operatéria em decubito dorsal, tendo os membros caudais e craniais
imobilizadas de maneira que a cabec¢a do animal fique estavel.

Posteriormente, foi realizada a antissepsia da porcéo anterior da maxila, com

polivinilpirrolidona-iodo (Riodeine — Ind Farmac. Rioquimica Ltda), sindesmotomia,
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luxacdo e extragdo do incisivo superior direito (ICSD) com auxilio de instrumental
especialmente adaptado.

Os dentes extraidos tiveram a papila dentaria e o 6rgdao do esmalte
seccionados com lamina de bisturi n°15 (EMBRAMAC Exp. E Imp). Os dentes
extraidos, de todos os grupos, foram armazenados em meio seco por um periodo de
20 minutos a temperatura ambiente e ap0s permaneceram por mais 20 minutos
imersos em um meio de conservacdo, de acordo com a divisdo dos grupos
experimentais.

Apés armazenamento, os dentes extraidos do grupo AMCC tiveram a polpa
removida por via retrégrada e o canal instrumentado, empregando-se lima tipo Kerr
n°® 25 ligeiramente curva (Kerr 25 mm, Maillefer - Dentsply). Os canais foram
irrigados com soro fisiolégico (Arboreto, Minas Gerais, Brasil) e secos com cones de
papel absorvente (Dentsply). Depois, os canais foram preenchidos com pasta de
hidréxido de calcio (Ultracal XS Kit - Ultradent) e realizado plug de MTA (Cimento
reparados MTA - Angelus) nos 3mm finais do canal radicular.

Os dentes de todos os grupos foram reimplantados em seus respectivos
alvéolos, com preparo prévio do mesmo, por meio de curetagem com auxilio de

cureta cirlrgica e irrigados com soro fisiolégico. Nenhuma contencao foi realizada.

3.3 Grupos Experimentais:

Os 36 animais, serdo divididos em grupos de acordo com o0 meio de
conservacgao utilizado, com 60 dias de observacao cada:
o Grupo SO: Dentes foram extraidos e armazenados em meio seco durante 20
minutos e depois imersos em 2mL de soro fisiologico 0,9% (Arboreto, Minas Gerais,
Brasil) por 20 minutos e reimplantados, sem tratamento dos canais.
o Grupo AMSC: Dentes foram extraidos e armazenados em meio seco durante
20 minutos e depois imersos em 2mL da mistura de a e B-amirina a 10%
(Aphoticario Farmacia de manipulacdo, Aracatuba, S&o Paulo - Brasil), por 20
minutos e reimplantados, sem tratamento dos canais.
o Grupo AMCC: Dentes foram extraidos e armazenados em meio seco durante
20 minutos e depois imersos em 2mL da mistura de a e B-amirina a 10%
(Aphoticario Farmacia de manipulacdo, Aracatuba, S&o Paulo - Brasil), por 20
minutos e reimplantados, com tratamento dos canais (Hidréxido de calcio).
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ApGs o reimplante, todos os animais receberam uma unica dose intramuscular
de 20.000 Ul de penicilina G benzatina (Fontoura Wyeth S.A., Sdo Paulo - Brasil).

3.4 Perfuséo transcardiaca e processamento histolégico:

A eutanasia ocorreu por meio de perfusdo transcardiaca, 60 dias apds o
reimplante. Para isso os animais foram devidamente anestesiados e colocados em
decubito dorsal. Uma vez acessado o coracdo foi administrada heparina (0,1mI/5000
U.I/ml) por via intraventricular (ventriculo esquerdo). Apés 10 segundos, a canula da
bomba perfusora foi colocada na artéria aorta para a perfusdo com 100 ml de
solucédo salina a 0,9%, e posteriormente 300 ml solucdo de paraformaldeido 4%
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) em tampéo de fosfato de sédio (PBS)
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) a 0,1M, pH 7,4 a 4°C.

A maxila direita foi separada da esquerda na linha mediana com o emprego
de uma lamina de bisturi n® 15 (Embramac Exp. E Imp.). Um corte com tesoura reta
na porcao distal do 3° molar possibilitou a obtencéo da area da maxila contendo o
dente reimplantado. As maxilas foram imediatamente dissecadas e colocadas em
solucéo fixadora por 24 horas. A descalcificacdo das maxilas foi realizada por meio
EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) a 10% (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, EUA) em PBS.

As pecas anatbmicas dissecadas, apoOs descalcificacdo, passaram por
desidratacdo em solucBes de alcodis em concentracdes crescentes, diafanizadas
em solucdes de xilol, com, e seguidamente impregnadas em parafina de baixa fusédo
(56-58 °C) com trés trocas de parafina, de uma hora cada. Os cortes longitudinais de
4um de espessura no sentido longitudinal foram colocados em banho-maria (40-
50°C) e recolhidos em laminas silanizadas ou revestidas de poli-L-lisina, sendo trés
cortes por lamina com diferenca de 40um entre eles. Os cortes histolégicos foram
utilizados para a coloracdo no método de Hematoxilina-eosina (HE). Para coloracao
com Picrocirius Red, os cortes em parafina foram colocados em solucéo de xilol para
a desparafinacdo, e em seguida em solucdo de alcool em concentracdes
decrescentes até agua, durante meia hora, e as laminas foram assim coradas por

Picrosirius Red.
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3.5 Analise Histomorfométrica:

A analise histologica foi realizada em um microscépio 6ptico comum (Leica —
Aristoplan, Alemanha) com uma camera digital acoplada Axiocam MRc (Axiocam
Mrc—Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha), para as imagens em H.E. As imagens
referentes ao Picrosirius Red foram obtidas em microscépio de luz polarizada
(DM4000B; Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Os campos visuais das
regides analisadas de cada corte em 400x foram coletados com o software
Axiovision Rel 4.0 (Carl Zeiss, GmbH, Alemanha). Foram considerados o terco
médio e apical da raiz, na face palatina.

Os cortes corados com H.E. foram utilizados na avaliagdo das areas de vasos
sanguineos, matriz extracelular, perfil nuclear, reabsorcdo radicular, espessura,
organizacdo e inflamacdo do ligamento periodontal e anquilose. Ja os cortes
submetidos ao método Picrosirius Red foram utilizados para a anélise do percentual
de fibras colagenas tipo | e IlI.

3.6 Andlise histoldgica qualitativa e quantitativa:

Na andlise quantitativa serd considerada porcentagem relativa da area
ocupada por fibras colagenas, vasos sanguineos, matriz extracelular, largura do
ligamento periodontal e numero de perfis nucleares.

A quantificacdo da organizacdo do ligamento periodontal, processo
inflamatorio, reabsorcéo radicular e anquilose foram feitas por meio de escores.

O examinador ndo saberd a que grupo que pertence as imagens, a fim de

evitar um viés na andlise.

3.6.1 Andlise quantitativa da porcentagem de area de fibras colagenas, vasos
sanguineos, matriz extracelular:

Para a analise quantitativa da area de vasos sanguineos, fibras colagenas e
matriz extracelular, as imagens foram processadas no programa de analise de
imagens ImageJ (National Institutes of Health, EUA). Foram avaliadas em um
aumento de 400x, na regido do terco medio e apical da raiz, pela face palatina.

Para calcular a area ocupada pelos vasos sanguineos, estas estruturas foram
delimitadas, e em seguida calculadas a porcentagem em relacéo a area total. Para a
andlise quantitativa da porcentagem de matriz extracelular e fibras colagenas, foi
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utiizada uma ferramenta do ImageJ que por contraste de cor nos dara a
porcentagem das mesmas na regido analisada.

Os tipos de fibras colagenas foram quantificados pelo programa QWin (Leica
QWin V3; Leica Microsystems), selecionando quanto a coloracdo, sendo que as
vermelhas amareladas séo colageno tipo | e as verdes amareladas, colageno do tipo
.

3.6.2 Analise quantitativa do numero de perfis nucleares do ligamento
periodontal:

Para a contagem das células foi utilizada uma ferramenta do Programa
ImageJ chamada de “Mult Point”’, que impossibilita que uma mesma célula seja

contada novamente.

3.6.3 Analise quantitativa da largura do LP:
A espessura do ligamento periodontal foi obtida por meio das médias das

regides de escolha do ICSD com o auxilio do programa ImageJ.

3.6.4 Analise quantitativa da organizacdo e inflamacdo do ligamento
periodontal, reabsorc¢éo radicular e anquilose dentéria da raiz do ICSD:
Andlises histomorfolégicas

Para a quantificacdo das ocorréncias histomorfologicas serdo 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¢des intermediarias.?

Eventos considerados para a analise dos resultados:

1) Raiz do dente;

1.1) Reabsorcéo radicular ativa e inativa;

1 - Auséncia de reabsorc¢ao radicular e ou reabsorcdes reparadas;
2 - Areas de reabsorcao inativa (auséncia de células clasticas);

3 - Pequenas areas de reabsorc¢des ativas;

4 - Extensas areas de reabsorcao ativa.

1.2) Extensao da reabsorcdo radicular. Em laminas representativas serdo feitas

medidas (em micrometros) da extensdo das areas de reabsor¢cdo. A medida dos
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valores obtidos por vestibular e por lingual permitira a atribuicdo dos seguintes
escores.

1 - Auséncia de reabsorcao;

2 - Extensdo média de 1 a 1000 micrometros;

3 - Extensdo média de 1001 a 5000 micrometros;

4 - Extensdo média maior que 5001 micrometros.

1.3) Profundidade de reabsorcéo radicular. Em laminas representativas serao feitas
medidas (em micrometros) das maiores profundidades das areas de reabsorcdo. A
medida dos valores obtidos permitira a atribuicdo dos seguintes escores.

1 - Auséncia de reabsorcao;

2 - Profundidade média de 1 a 100 micrometros;

3 - Profundidade média de 101 a 200 micrometros;

4 - Profundidade média maior que 201 micrometros.

1.4) Reparo nas areas de reabsorcao radicular

1 - Auséncia de reabsorcéo ou deposicdo cemento neoformado em toda extensao
das areas reabsorvidas;

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

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

4 - Auséncia de deposicdo de cemento neoformado junto as areas reabsorvidas.

2) Anquilose

1 - Auséncia de anquilose;

2 - Pequenos pontos de anquilose;

3 - Um terco da raiz esta anquilosada;

4 - Mais de um terco da raiz esta anquilosada.

3) Ligamento Periodontal:
3.1. Organizagéao do ligamento periodontal:
1 - Fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em toda a extensao do

ligamento;
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2 - Fibras periodontais inseridas no osso e cemento em dois tergos da extensao do
ligamento;
3 - Fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em um ter¢co da extensdo do
ligamento;

4 - Auséncia de fibras periodontais com inser¢gao em 0sso e cemento.

3.2. Intensidade e extensédo do processo inflamatorio agudo e crénico do ligamento
periodontal:

3.2.1. Intensidade

1 - Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatorias;

2 - Pequeno numero de células inflamatorias. Até 10 células por campo com
aumento de 400X;

3 - Moderado nuamero de células inflamatérias. De 11 a 50 células por campo com
aumento de 400X;

4 - Grande numero de células inflamatodrias- Acima de 50 células inflamatorias por

campo com aumento de 400X.

3.2.2. Extenséo do processo inflamatorio:

1 - Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatoérias;

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.

3.7 Analise estatistica:

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico Graph Pad
Prisma 7.0 (a=0,05). ApoOs aplicacdo do teste de normalidade da amostra, o teste
Kruskal-Wallis, com post-hoc de Bonferroni foi utilizado para a comparagao entre os

grupos.
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4. RESULTADOS

No grupo SO, foram perdidos quatro animais, em dois houve fratura da raiz do
ICSD no momento da exodontia durante a cirurgia experimental e nos outros dois,
houve falha no corte histolégico, durante a microtomia, diminuindo a amostra para 8
espécimes. Ja no grupo AMCC, trés animais foram perdidos, dois deles morreram
durante o procedimento cirdrgico e um animal apresentou expansdo alveolar,
durante a exodontia do ICSD, impedindo o seu correto reimplante, ficando o grupo
com 9 espécimes. No grupo AMSC, nao foi perdido nenhum animal, permanecendo
0 grupo com 12 amostras.

A Tabela 1 apresenta os dados dos eventos histomorfométricos associado ao
ligamento periodontal do ICSD, analisados através da coloracdo pela técnica H.E. Ja
a tabela 2, também apresenta os dados dos eventos histomorfométricos associado
ao ligamento periodontal do ICSD, porém analisados através coloragcdo pela técnica
do Picrosirius Red. As tabelas 3 e 4 mostram, respectivamente, os dados semi-
guantitativos das alteragcdes histomorfométricas no ligamento periodontal, raiz
dentaria e osso alveolar.

Observando os grupos experimentais, notou-se que a espessura do ligamento
periodontal, area de matriz extracelular e area de fibras colagenas apresentaram
comportamentos semelhantes no terco médio e apical da raiz (Figura 1), ja para os
vasos sanguineos, no terco apical, foi registrado aumento da area do grupo AMCC
em relacdo ao grupo SO. Os perfis nucleares nao tiveram alteracdes significativas
entre os grupos (Tabela 1).

Na comparacao entre os tipos de fibras colagenas, na andlise do terco médio
da raiz, as fibras do tipo | e Ill ndo possuem diferengca entre os grupos. Em
contrapartida, no terco apical houve uma diminuicao significante de fibras colagenas
tipo | no grupo AMCC, assim como o aumento de fibras tipo Il no mesmo grupo. Em
contrapartida, o grupo AMSC apresentou maior numero de fibras colagenas tipo |
(Figura 2) (Tabela 2).

Quanto a reabsorcado radicular, os espécimes apresentaram em sua maioria
pequenas areas de reabsorcdes ativas, alguns animais dos grupos SO e AMSC
apresentaram areas ativas e inativas. A maioria apresentou pouca extensdo e
profundidade. Todos 0s grupos apresentaram maiores percentuais com deposicao

de cemento neoformado em menos da metade das areas reabsorvidas. Com
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pequenos pontos de anquilose, em maior niumero em todos os grupos (Figura 1)
(Tabela 3).

O ligamento periodontal apresentou organizacado variada entre 0s espécimes
e grupos, desde fibras periodontais inseridas no 0sso e cemento em toda a extensao
do ligamento a fibras inseridas em um terco da extensdo, ndo apresentando
diferenga significante. Assim como para o infiltrado inflamatério, em que houve
presenca de inflamacdo moderada em todos os grupos, com ligeira variacdo entre

sua extensao e profundidade (Tabela 4).
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Tabela 1. Analise estatistica dos eventos histomorfométricos associado ao ligamento
periodontal corados pela técnica H.E. nos grupos experimentais pelo teste Kruskal-
Wallis com teste post-hoc de Bonferroni com 5% nivel de significancia. Todos os

dados estdo expressos em média.

Area de vasos sanguineos (%) 1,75 1,44 0,70
Area de fibras colagenas (%) 50,66" 56,12" 50,80"
TERCO A d H I I 0 A A A
MEDIO DA Area de matriz extracelular (%) 47,45 42,43 48,49
RAIZ Perfil Nuclear (n) 154,68" 157,88" 141,45"
Espessura do Ligamento Periodontal 240,02" 242,28" 232,99"
(Mm)
Area de vasos sanguineos (%) 0,55" 2,12° 1,19"°
Area de fibras colagenas (%) 49,03" 50,01" 48,01"
TERGO ,
APICAL DA Area de matriz extracelular (%) 50,41% 47,85" 50,78"
RAIZ _ A A
Perfil Nuclear (n) 137,31 155,83 171,62
Espessura do Ligamento Periodontal 229,54" 232,72" 220,32"
(Mm)

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2. Andlise estatistica dos eventos histomorfométricos associado ao ligamento
periodontal corados pela técnica Picrosirius Red nos grupos experimentais pelo teste
Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Bonferroni com 5% nivel de significancia. Todos

0s dados estdo expressos em média.

TERGO MEDIO DA

Area de fibras colagenas tipo | (%)

RAIZ Area de fibras colagenas tipo 1l (%) 31,58" 40,74" 33,26"
TERCO APICAL DA | Area de fibras colagenas tipo | (%) 67,69" 50,91° 70,39"
RAIZ Area de fibras colagenas tipo Il (%) | 32,44™° 46,81" 29,60°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3. Distribuicao de escores e analise estatistica de detalhes histomorfométricos
na raiz dental e tecido 6sseo pelo teste Kruskal-Wallis com teste post-hoc de
Bonferroni com 5% de nivel de significancia. Os dados estdo apresentados em
percentual de eventos.

Evento/Escore SO (%) AMCC (%) AMSC (%)
1 12,5 0 8,3
2 25 55,6 41,7
3 62,5 22,2 41,7
4 0 22,2 8,3
Comparacéo entre A A A
i;ruios
1 12,5 0 8,3
2 87,5 77,8 75
3 0 22,2 16,7
4 0 0 0
Comparacéo entre A A A
i;ruios
1 12,5 0 8,3
2 12,5 55,6 50
3 50 11,1 8,3
4 25 33,3 33,3
Comparacéo entre A A A
cl;ruios
1 12,5 0 8,3
2 37,5 22,2 41,7
3 50 66,7 41,7
4 0 11,1 8,3
Comparacéo entre A A A
cl;ruios
1 25 44.4 33,3
2 62,5 33,3 33,3
3 12,5 11,1 25
4 0 11,1 8,3
Comparacéo entre A A A
grupos
Numero total de 8 9 12

casos por grupo

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4. Distribuicdo de escores e andlise estatistica de detalhes histomorfométricos
do ligamento periodontal pelo teste Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Bonferroni
com 5% de nivel de significAncia. Os dados estdo apresentados em percentual.

Evento/Escore SO (%) AMCC (%) AMSC (%)
- llgamentoperiodontal -organizagdo
1 37,5 11,1 16,7
2 25 22,2 41,7
3 25 55,6 41,7
4 12,5 11,1 0
Comparacéo entre A A A
i;ruios
1 0 0 0
2 62,5 11,1 41,7
3 25 77,8 41,7
4 12,5 11,1 16,7
Comparacéo entre A A A
iruios
1 0 0 0
2 37,5 11,1 41,7
3 50 44,4 41,7
4 12,5 44,4 16,7
Comparacéo entre A A A
grupos
Numero total de casos 8 9 12
por grupo

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 1. Cortes longitudinais do ligamento periodontal da face palatina do ICSD

corados em H.E., sob microscopia de luz. Objetiva de 40x.

TERCO MEDIO TERCO APICAL

Imagens A-B: Grupo SO; C-D: Grupo AMSC; E-F: Grupo AMCC. Em A e B é
observado organizacao do ligamento periodontal, tecido 6sseo normal, integridade da
camada de cemento e dentina, com presenca de algumas células inflamatérias. Em C
e D ha desorganizacéo das fibras do ligamento periodontal, integridade da camada de
cemento e dentina, com presenga moderada de células inflamatérias. Em E h&
presenca de reabsorgcdo inflamatoria acometendo a porgdo superficial da raiz
Desorganizagéo das fibras do ligamento periodontal e aumento de matriz extracelular.
Em F ha perda da integridade da camada de cemento e dentina, com grande
desorganizacdo das fibras do ligamento periodontal e intenso nimero de células
inflamatérias.

FONTE: Elaborado pelo autor
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Figura 2. Cortes longitudinais do ligamento periodontal da face palatina do ICSD

corados em Picrosirius Red, em microscopia de luz polarizada. Objetiva de 20x.

TERCO MEDIO

Imagens A-B: Grupo SO; C-D: Grupo AMSC; E-F: Grupo AMCC. Em A observa-se
organizacdo das fibras coldgenas do ligamento periodontal, com predominancia de
fibras colagenas tipo Ill. Em B, ha ligeira desorganizacdo das fibras colagenas, com
maior area de fibras tipo I. Em C e D h& predominancia de fibras tipo I, com pouca area
de fibras coldgenas. Em E e F h& maior nimero de fibras colagenas tipo Ill, com
desorganizacdo das mesmas.

FONTE: Elaborado pelo autor
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5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficdcia da mistura de a e $-amirina
dissolvida em Tween 80 como meio de conservacdo de dentes avulsionados. No
geral, os grupos com a mistura de a e B-amirina apresentaram resultados
semelhantes ao grupo armazenado em soro no reparo do ligamento periodontal no
terco médio da raiz. Foram encontradas diferencas nos resultados para o tergo
apical, nessa regido o grupo AMCC apresentou maior porcentagem de area de
vasos sanguineos em comparacdo ao grupo SO. O grupo AMCC também
apresentou na andlise das fibras coldgenas, menor area de fibras Tipo | e maior area
de fibras Tipo Ill, em contrapartida o grupo AMSC apresentou a maior area de fibras
tipo | e menor de fibras tipo lll.

Apesar das varias propriedades farmacologicas da mistura de a e B-amirina ja
comprovadas na literatura, incluindo efeitos anticonvulsivantes®®, antidepressivos®?,
gastroprotetores?’,  hepatoprotetores®,  anti-hiperglicémicos®, assim como

analgésicos e antiinflamatdrios,?#230:31

poucos estudam esses efeitos relacionados
a area odontoldgica. O efeito anti-inflamatério apresenta grande emprego dentro da
pratica do reimplante dentario, uma vez que controlar a inflamacao durante o reparo
periodontal € de grande importancia, pois quando ha persisténcia da inflamacéo
aguda ou cronica durante um grande periodo, é estabelecido um ambiente que
estimula e favorece a ocorréncia de reabsorcao radicular.®*®

No estudo de Pinto et al., 2008, foi avaliado o potencial anti-inflamatério da
mistura de a e B-amirina em ratos com periodontite em fase aguda, em que o0s ratos
receberam doses da mistura duas horas antes da inducdo da inflamacéo, por via
sistémica. Foi visto que houve uma inibicdo significante de TNF-a associados a
periodontite e as mieloperoxidase gengival (MPO), substancias proé-inflamatdérios.
Esses resultados fornecem evidéncias de que a mistura retarda a inflamacéo aguda
no modelo de periodontite em ratos.

A mistura de a e B-amirina possui baixa solubilidade aquosa, necessitando de
solventes organicos para sua diluicdo.* Na maioria dos estudos encontrados, o
veiculo de diluicdo utilizado foi o polisorbato (Tween 80), em diferentes
concentracdes, tanto puro como também associado a agua destilada.

O tween 80 é um surfactante ndo idnico da familia polioxietileno, constituido

por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol, os surfactantes sdo produtos
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capazes de promover a solubilidade de substancias hidrofébicas em agua. Para
promover a diluigdo, o tween pode ser utilizado em diversas concentragdes, no
entanto, concentracdes altas podem levar a efeitos citotoxicos as células,
principalmente a membrana celular, gerando alteracbes morfoldégicas e em sua
permeabilidade, ja concentracdes mais baixas ndo promovem tal efeito.*? Devido a
auséncia de estudos com aplicacdo tépica da mistura de a e B-amirina, foi utilizada
uma alta concentracéo do tween 80 para diluicdo, o que pode ter impedido a melhor
expressdo dos efeitos benéficos associados a a e B-amirina de se evidenciarem.
Uma vez que quando a viabilidade celular é prejudicada, a célula entra em colapso,
levando a sua desvitalizacdo, com isso induzindo o estimulo inflamatério, visando
elimina-las.

Os resultados positivos do uso da mistura foram obtidos principalmente por
meio da aplicacéo sistémica desse composto e diluidas em baixa concentracdo de
tween 80.16'13'21'27'31

Outro fator que pode ter contribuido para inibicdo dos efeitos da mistura, pode
ter sido a reacdo quimica ocorrendo entre o Hidréxido de calcio e o tween 80, no
grupo com tratamento de canal. O tween possui em sua composi¢cao caracteristicas
acidas, devido ao éster presente em sua estrutura,®® por sua vez o hidréxido de
calcio € uma base extremamente forte, em que quando na presenca de acido, ocorre
uma reacdo exotérmica, formando sal e 4gua.® Essa reacdo impediria a dissociacdo
esperada do hidréxido de calcio e sua finalidade como curativo de demora, uma vez
que os seus efeitos dependem da dissociacdo dos fons calcio e hidroxila.®** Quando
ocorre a reacdo com o acido, a dissociacdo desejada ndo ocorre, impedindo o efeito.
O Hidréxido de calcio atua no estimulo ao reparo tecidual, induzindo a formacéo de
tecido mineralizado e contra microorganismos presentes no canal radicular.®

Utiliza-se o hidroxido de calcio nos dentes reimplantados objetivando o
controle da reabsorcdo externa e da reabsorcdo inflamatéria da raiz apical.>"*® No
entanto, o comportamento histolégico apresentado pelo grupo AMCC e AMSC foram
semelhantes na maioria das variaveis estudadas, o grupo AMSC apresentou apenas
algumas diferencas estatisticas, com menos areas de vaso sanguineo e também
menor numero de fibras colagenas do tipo Ill e maior do tipo I, indicando
recuperacdo mais rapida do ligamento periodontal, ja que h& um aumento de
coldgeno tipo Ill nas fases iniciais de cicatrizacdo, e posteriormente o colageno

imaturo do tipo Il é substituido por colageno do tipo 1.>° Esse fato pode estar
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também correlacionado a interagdo entre o hidréxido de célcio e o tween 80, onde a
reacdo retardou o processo de cicatrizagao das fibras colagenas.

Por sua vez, o hidroxido de calcio, quando extravasado para tecidos
perirradiculares, pode também induzir uma reacao inflamatoria local, devido a seu
alto pH, causando desnaturacdo proteica,”® com isso podendo levar & degeneracéo
das fibras colagenas.**

O periodo extra-alveolar e um adequado meio de conservacao influenciam
diretamente no sucesso do reimplante, € possivel que o tempo de 20 minutos em
meio seco adotado em nosso estudo, ja tenha causados danos severos as células

do ligamento periodontal,*

e guando adicionados ao meio de conservacao de soro
fisiolégico e mistura de o e B-amirina, esses apenas evitaram maiores danos as
estruturas celulares. Tal ocorréncia pode ser a variavel que proporcionou um
comportamento similar na maioria dos eventos relacionados ao reparo celular nos
trés grupos, principalmente no terco médio.

Em comparacdo entre os tercos apical e médio da raiz, a area de vasos
sanguineos foi maior no terco apical no grupo AMCC. Provavelmente pela auséncia
de produtos toxicos oriundos da necrose pulpar e presenca de um feixe vascular
mais volumoso nutrindo essa regiéo.

A similaridade do infiltrado inflamat6rio pode estar relacionada a padronizacéo
efetuada durante a cirurgia experimental, realizada com condi¢cdes assépticas, além

do emprego da antibioticoterapia sistémica apés o reimplante.*>**
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6. CONCLUSAO
A mistura de a e B-amirina possui potencial para utilizacdo como meio de
conservacao em avulsao dentaria, no entanto necessita de mais estudos em outras

concentracdes e meio de diluicdo para utilizacao topica.
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A short running title of less than 60 characters;

The full names of the authors;

The author's institutional affiliations where the work was conducted, with a
footnote for the author’s present address if different from where the work was
conducted,

5. Acknowledgments.
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Please refer to the journal’s authorship policy the Editorial Policies and Ethical
Considerations section for details on eligibility for author listing.
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Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed,
with permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and
material support should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not
appropriate.

Conflict of Interest Statement

Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission
process. For details on what to include in this section, see the section ‘Conflict of
Interest’ in the Editorial Policies _and Ethical Considerations section below.
Submitting authors should ensure they liaise with all co-authors to confirm agreement
with the final statement.

Main Text File

As papers are double-blind peer reviewed, the main text file should not include any
information that might identify the authors.

The main text file should be presented in the following order:

Title, abstract, and key words;

Main text;

References;

Tables (each table complete with title and footnotes);
Figure legends.

agrwnNE

Do not use any sub-headings within the above sections.
The text in the main document should be double-spaced.
Figures and supporting information should be supplied as separate files.

Abstract

The abstract is limited to 300 words in length and should contain no abbreviations. The
abstract should be included in the manuscript document uploaded for review as well as
inserted separately where specified in the submission process. The abstract should
convey a brief background statement plus the essential purpose and message of the
paper in an abbreviated form. For Original Scientific Articles, the abstract should be
structured with the following headings: Background/Aim, Material and Methods, Results,
and Conclusions. For other article types (e.g. Case Reports, Reviews Papers, Short
Communications) headings are not required and the Abstract should be in the form of a
paragraph that briefly summarizes the paper.

Keywords

Please provide 3-6 keywords. Keywords should be carefully chosen to ensure they
reflect the content of the manuscript.

Main Text of Original Articles

e As papers are double-blind peer reviewed, the main text file should not include
any information that might identify the authors.

e The main text should be divided into the following sections: Introduction, Material
and Methods, Results and Discussion.
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o Introduction: This section should be focused, outlining the historical or
logical origins of the study. It should not summarize the results and
exhaustive literature reviews are inappropriate. Give only strict and
pertinent references and do not include data or conclusions from the work
being reported. The introduction should close with an explicit, but brief,
statement of the specific aims of the investigation or hypothesis tested. Do
not include details of the methods in the statement of the aims.

o Materials and Methods: This section must contain sufficient detail such
that, in combination with the references cited, all clinical trials and
experiments reported can be fully reproduced. As a condition of
publication, authors are required to make materials and methods used
freely available to academic researchers for their own use. Describe your
selection of observational or experimental participants clearly. Identify the
method, apparatus and procedures in sufficient detail. Give references to
established methods, including statistical methods, describe new or
modified methods. Identify precisely all drugs used by their generic names
and route of administration.
If a method or tool is introduced in the study, including software,
questionnaires, and scales, the author should state the license this is
available under and any requirement for permission for use. If an existing
method or tool is used in the research, the authors are responsible for
checking the license and obtaining the permission. If permission was
required, a statement confirming permission should be included in the
Methods and Materials section.

o Results should clearly and simply present the observations/results without
reference to other literature and without any interpretation of the data.
Present the results in a logical sequence in the text, tables and illustrations
giving the main or most important findings first. Do not duplicate data in
graphs and tables.

o Discussion usually starts with a brief summary of the major findings.
Repetition of parts of the Introduction or of the Results sections should be
avoided. Statements and interpretation of the data should be appropriately
supported by original references. A comment on the potential clinical
relevance of the findings should be included. The Discussion section
should end with a brief conclusion, but the conclusion should not be a
repeat of the results and it should not extrapolate beyond the findings of
the study. Link the conclusions to the aim of the study.
Do not use sub-headings in the Discussion section, The Discussion should
flow from one paragraph to the next in a cohesive and logical manner.

Main Text of Review Articles

e As papers are double-blind peer reviewed, the main text file should not include
any information that might identify the authors.

e The main text should comprise an introduction and a running text structured in a
suitable way according to the subject treated. A final section with conclusions may
be added.

e The main text should be double-spaced.
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References

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be
as complete as possible. In text citations should be superscript numbers. Journal titles
must be abbreviated; correct abbreviations may be found in the
following: MEDLINE, Index Medicus, or CalTech Library.

Submissions are not required to reflect the precise reference formatting of the journal
(use of italics, use of capital letters, bold etc.). However it is important that all key
elements of each reference are included. Please see below for examples of reference
content requirements.

For more information about this reference style, please see the Vancouver Reference
Style Guide.
Reference examples follow:

Journal Articles

Lam R, Abbott PV, Lloyd C, Lloyd CA, Kruger E, Tennant M. Dental trauma in an
Australian Rural Centre. Dent Traumatol 2008; 24: 663-70.

Text book chapters

Andreasen J, Andreasen F. Classification, etiology and epidemiology. IN: Andreasen JO,
Andreasen FM, eds. Textbook and Color Atlas of Traumatic Injuries to the Teeth. 3rd
Edn. Munksgaard, Copenhagen. 1994;151-80.

Thesis or Dissertation

Lauridsen, E. Dental trauma — combination injuries. Injury pattern and pulp prognosis for
permanent incisors with luxation injuries and concomitant crown fractures. Denmark: The
University of Copenhagen. 2011. PhD Thesis.

Corporate Author

European Society of Endodontology. Quality guidelines for endodontic treatment:
consensus report of the European Society of Endodontology. Int Endod J 2006:39;921-
30.

American Association of Endodontists. The treatment of traumatic dental injuries.

Available at: URL:
‘http://www.aae.org/uploadedfiles/publications_and_research/newsletters/endodontics_c
olleagues_for_excellence_newsletter/ecfe_summer2014%20final.pdf’. Accessed

September 2015.

Tables

Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in
the text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends
should be concise but comprehensive — the table, legend, and footnotes must be
understandable without reference to the text. All abbreviations must be defined in
footnotes. Footnote symbols: 1, 1, §, {, should be used (in that order) and *, **, ***
should be reserved for P-values. Statistical measures such as SD or SEM should be
identified in the headings.

Figure Legends
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Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and
define/explain all abbreviations and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-
review purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted.

Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for
initial peer review, as well as the more detailed post-acceptance figure requirements.

Color Figures. Figures submitted in color will be reproduced in colour online. Please
note, however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied
in black and white so that they are legible if printed by a reader in black and white.

Data Citation
Please review Wiley’s data citation policy.

Additional Files

Appendices

The journal does not publish material such as Appendices. They should be submitted as
Figures or Tables.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides
greater depth and background. Supporting information or Appendices may be hosted
online and appear without editing or typesetting. It may include tables, figures, videos,
datasets, etc.

Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the
paper are available via a publicly available data repository, authors should include a
reference to the location of the material within their paper.

General Style Points
The following points provide general advice on formatting and style.

e Use double spacing for all text.

e Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Abbreviations should be kept to a
minimum, particularly those that are not standard. Non-standard abbreviations
must be used three or more times — otherwise they should not be used. The full
words should be written out completely in the text when first used, followed by the
abbreviation in parentheses. Consult the following sources for additional
abbreviations: 1) CBE Style Manual Committee. Scientific style and format: the
CBE manual for authors, editors, and publishers. 6th ed. Cambridge: Cambridge
University Press; 1994; and 2) O'Connor M, Woodford FP. Writing scientific
papers in English: an ELSE-Ciba Foundation guide for authors. Amsterdam:
Elsevier-Excerpta Medica; 1975.
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e As Dental Traumatology is an international journal with wide readership from all
parts of the world, the FDI Tooth Numbering system MUST be used. This
system uses two digits to identify teeth according to quadrant and tooth type. The
first digit refers to the quadrant and the second digit refers to the tooth type — for
example: tooth 11 is the maxillary right central incisor and tooth 36 is the
mandibular left first molar. Alternatively, the tooth can be described in words.
Other tooth numbering systems will not be accepted.

e Numbers: Numbers under 10 are spelt out as words, and not shown as
numerals, except for: measurements with a unit (8mmol/l); age (6 weeks old), or
lists with other numbers (11 dogs, 9 cats, 4 gerbils).

e When referring to a figure, spell the word out (e.g. Figure 2 shows the patient’s
injuries on initial presentation). When referring to a figure at the end of a
sentence, enclose it in parentheses - e.g. The patient’s maxillary central incisor
was repositioned and splinted (Figure 5).

e Page numbering: During the editorial process, reviewers and editors frequently
need to refer to specific portions of the manuscript, which is difficult unless the
pages are numbered. Hence, authors should number all of the pages
consecutively at the bottom of the page.

e Scientific papers should not be written in the 1st person — that is, avoid using

“ LL 11 tLEN 11

we”, “our”, etc. As examples, use words such as the ‘current study”, “the results”,
“samples were tested”, instead of “our study”, “our results”, “we tested”, etc.

e Care must be taken with the use of tense (usually the past tense is the most
appropriate).

e Care must be taken with the use of singular and plural words.

e Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name
only. Trade names should not be used. Drugs should be referred to by their
generic names. If proprietary drugs have been used in the study, refer to these by
their generic name, mentioning the proprietary name and the name and location

of the manufacturer in parentheses.

Reproduction of Copyright Material

If excerpts from copyrighted works owned by third parties are included, credit must be
shown in the contribution. It is the author’s responsibility to also obtain written permission
for reproduction from the copyright owners. For more information visit Wiley’s Copyright
Terms & Conditions FAQ at http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright-
terms--conditions 301.html

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, authors may benefit from
referring to Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.

Editing, Translation, and Formatting Support: Wiley Editing Services can greatly
improve the chances of a manuscript being accepted. Offering expert help in English
language editing, translation, manuscript formatting, and figure preparation, Wiley Editing
Services ensures that the manuscript is ready for submission.

Video Abstracts: A video abstract can be a quick way to make the message of your
research accessible to a much larger audience. Wiley and its partner Research Square
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offer a service of professionally produced video abstracts, available to authors of articles
accepted in this journal. You can learn more about it by clicking here. If you have any
guestions, please direct them to videoabstracts @wiley.com.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and
its significance to journal readership. Manuscripts are double-blind peer reviewed, hence,
the names of the reviewers will not be disclosed to the author(s) who have submitted the
paper and the name(s) of the author(s) will not be disclosed to the reviewers.

To allow double blinded review, please submit (upload) your main manuscript and title
page as separate files.

Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief determines that the paper meets
the appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process is available here.

Appeal of Decision

The Editor-in-Chief’s decision to accept, reject or require revision of a paper is final and it
cannot be appealed.

Human Studies and Subjects

For manuscripts reporting studies that involve human participants, a statement
identifying the ethics committee that approved the study and confirmation that the study
conforms to recognized standards is required, for example: Declaration of Helsinki; US
Federal Policy for the Protection of Human Subjects; or European Medicines
Agency Guidelines for Good Clinical Practice. It should also state clearly in the text
that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in the study. These
statements must be included in the Methods section of the manuscript.

Patient anonymity should be preserved. When detailed descriptions, photographs, or
videos of faces or identifiable body parts are used that may allow identification, authors
should obtain the individual's free prior informed consent. Authors do not need to provide
a copy of the consent form to the publisher; however, in signing the author license to
publish, authors are required to confirm that consent has been obtained. Wiley has
a standard patient consent form available for use. Where photographs are used they
need to be cropped sufficiently to prevent human subjects being recognized; black eye
bars should not be used as they do not sufficiently protect an individual's identity.

Animal Studies

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically
reviewed and approved, as well as the name of the body giving approval, must be
included in the Methods section of the manuscript. Authors are encouraged to adhere to
animal research reporting standards, for example the ARRIVE quidelines for reporting
study design and statistical analysis; experimental procedures; experimental animals and
housing and husbandry. Authors should also state whether experiments were performed
in accordance with relevant institutional and national guidelines for the care and use of
laboratory animals:
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e US authors should cite compliance with the US National Research Council's
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health
Service's Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals.

e UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 Amendment Regulations (Sl 2012/3039).

e European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.

Clinical Trial Registration

The journal requires that clinical trials are prospectively registered in a publicly
accessible database and clinical trial registration numbers should be included in all
papers that report their results. Authors are asked to include the name of the trial register
and the clinical trial registration number at the end of the abstract. If the trial is not
registered, or was registered retrospectively, the reasons for this should be explained.

Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available
at www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the
submission material.

Suppliers of materials

Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county, country)
included.

Guidelines on Publishing and Research Ethics in Journal Articles

Please review Wiley’s policies surrounding human studies, animal studies, clinical
trial reqistration, biosecurity, and research reporting guidelines.

Sequence Data

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major
collaborative databases: DDBJ, EMBL, or GenBank. It is only necessary to submit to one
database as data are exchanged between DDBJ, EMBL, and GenBank on a daily basis.
The suggested wording for referring to accession-number information is: ‘These
sequence data have been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under
accession number U12345’. Addresses are as follows:

o DNA Data Bank of Japan (DDBJ): www.ddbj.nig.ac.jp
« EMBL Nucleotide Archive: ebi.ac.uk/ena
e GenBank: www.nchi.nlm.nih.gov/genbank

Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories:

e Protein Information Resource (PIR): pir.georgetown.edu
e SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top
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The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest.
Any interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing
an author's objectivity is considered a potential source of conflict of interest. These must
be disclosed when directly relevant or directly related to the work that the authors
describe in their manuscript. Potential sources of conflict of interest include, but are not
limited to: patent or stock ownership, membership of a company board of directors,
membership of an advisory board or committee for a company, and consultancy for or
receipt of speaker's fees from a company. The existence of a conflict of interest does not
preclude publication. If the authors have no conflict of interest to declare, they must also
state this at submission. It is the responsibility of the corresponding author to review this
policy with all authors and collectively to disclose with the submission ALL pertinent
commercial and other relationships.

Funding

Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are
responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the
Open Funder Registry for the correct
nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-reqgistry/

Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All
those listed as authors should qualify for authorship according to the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of
data, or analysis and interpretation of data; and

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important
intellectual content; and

3. Given final approval of the version to be published. Each author should have
participated sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate
portions of the content; and

4. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions
related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately
investigated and resolved.

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed,
with permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to
recognize contributions from people who provided technical help, collation of data,
writing assistance, acquisition of funding, or a department chairperson who provided
general support). Prior to submitting the article all authors should agree on the order in
which their names will be listed in the manuscript.

Additional Authorship Options. Joint first or senior authorship: In the case of joint first
authorship, a footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be
considered joint first author’ or ‘X and Y should be considered joint senior author.’

Data Sharing and Data Accessibility

The journal encourages authors to share the data and other artefacts supporting the
results in the paper by archiving it in an appropriate public repository. Authors should
include a data accessibility statement, including a link to the repository they have used,
in order that this statement can be published alongside their paper.
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Publication Ethics

This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this
journal uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and
similar text in submitted manuscripts. Read Wiley'sTop 10 Publishing Ethics Tips for
Authors here. Wiley’s Publication Ethics Guidelines can be found here.

ORCID

As part of the journal’s commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, the journal requires the submitting author (only) to provide an ORCID iD when
submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find _more
information here.

6. AUTHOR LICENSING

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author will
receive an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author
Licensing Service (WALS) they will be required to complete a copyright license
agreement on behalf of all authors of the paper.

Authors may choose to publish under the terms of the journal's standard copyright
agreement, or OnlineOpen under the terms of a Creative Commons License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the
Creative Commons License options offered under OnlineOpen, please click here. (Note
that certain funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check
this please click here.)

Self-Archiving definitions and policies. Note that the journal’s standard copyright
agreement allows for self-archiving of different versions of the article under specific
conditions. Please click here for more detailed information about self-archiving
definitions and policies.

Open Access fees: If you choose to publish using OnlineOpen you will be charged a
fee. A list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance
with specific Funder Open Access Policies.

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE

Accepted article received in production

When an accepted article is received by Wiley’s production team, the corresponding
author will receive an email asking them to login or register with Wiley Author
Services. The author will be asked to sign a publication license at this point.

Accepted Articles

The journal offers Wiley’'s Accepted Articles service for all manuscripts. This service
ensures that accepted ‘in press’ manuscripts are published online shortly after
acceptance, prior to copy-editing or typesetting. Accepted Articles are published online a
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few days after final acceptance and appear in PDF format only. They are given a Digital
Object Identifier (DOI), which allows them to be cited and tracked and are indexed by
PubMed. After the final version article is published (the article of record), the DOI
remains valid and can still be used to cite and access the article.

Accepted Articles will be indexed by PubMed; submitting authors should therefore
carefully check the names and affiliations of all authors provided in the cover page of the
manuscript so it is accurate for indexing. Subsequently, the final copyedited and proofed
articles will appear in an issue on Wiley Online Library; the link to the article in PubMed
will update automatically.

Proofs

Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with full
instructions on how to provide proof corrections.

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including
changes made during the editorial process — authors should check proofs carefully. Note
that proofs should be returned within 48 hours from receipt of first proof.

Early View

The journal offers rapid speed to publication via Wiley’'s Early View service. Early
View (Online Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before
inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before the
article appears online, as Editors also need to review proofs. Once the article is
published on Early View, no further changes to the article are possible. The Early View
article is fully citable and carries an online publication date and DOI for citations.

8. POST PUBLICATION

Access and sharing
When the article is published online:

e The author receives an email alert (if requested).

e The link to the published article can be shared through social media.

e« The author will have free access to the paper (after accepting the Terms &
Conditions of use, they can view the article).

e The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to
receive a publication alert and free online access to the article.

Promoting the Article
To find out how to best promote an article, click here.

Measuring the Impact of an Article

Wiley also helps authors measure the impact of their research through specialist
partnerships with Kudos and Altmetric.

Archiving Services

Portico and CLOCKSS are digital archiving/preservation services we use to ensure that
Wiley content will be accessible to customers in the event of a catastrophic event such
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as Wiley going out of business or the platform not being accessible for a significant
period of time. Member libraries participating in these services will be able to access
content after such an event. Wiley has licenses with both Portico and CLOCKSS, and all
journal content gets delivered to both services as it is published on Wiley Online Library.
Depending on their integration mechanisms, and volume loads, there is always a delay
between content being delivered and showing as “preserved” in these products.

9. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS

For queries about submissions, please contact EDToffice@wiley.com
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