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Eplgrafe

C&ando o calice do sofrimento e da a[egria é levado para que outros vejam e
celebrem, torna-se o célice da vida.

Na maioria das vezes estamos dispostos a olhar para nossa vida passada e
dizer:

Sou grato pe[as coisas boas que me trouxeram a este [ugar. (@ando, porém,
erguemos Nnosso calice para brindar a vida, devemos ter a coragem de dizer: Sou grato
por tudo que me aconteceu e que me trouxe a este momento. A gvaﬁdﬁo por todo o
Nn0Sso passado apaga a amargura, o ressentimento, o remorso e a vinganga, bem como
todas as desconfiangas e rivalidades. E isso faz com que nossa vida torne-se uma
verdadeira dadiva para os outros. Ela transforma Nnosso passado em um presente cheio
de fmtos para o ﬁAttiO,‘ ’cransforma anossa vida em uma vida que da vida.

O grande individualismo de nossa sociedade, em que tanto da énfase ao “faga
vocé mesmo”, impede—nos de disponi]oiﬁzar nossa vida uns para os outros. Entretanto,
todas as vezes que tivermos coragem de vencer o medo de nos tornar vulneréveis, a
nossa vida, e vida de outras pessoas que dependem de nossa existéncia, ﬂovescevéo de
formas inesperadas. Beber o calice da vida faz com que tudo o que estamos vivendo
seja Mosso. E dizer: “Esta é minha vida”, mas também: “Quero que isto seja minha
vida”. Beber o calice da vida é apropriar-se p[enamente de nossa existéncia com as

suas afli¢des e alegrias.

Henri Nouwen
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Resumo

Objetivos: Avaliar a influéncia do alendronato e raloxifeno no processo de reparo
alveolar em ratas com osteoporose induzida (ovariectomizadas e submetidas a
uma dieta pobre em célcio).

Materiais e Métodos: Sessenta e quatro ratas foram divididas em quatro grupos
(n = 16) de acordo com o tratamento em ratas sham com dieta normal, ratas
ovariectomizadas com uma dieta pobre em cdlcio sem tratamento
medicamentoso, ratas ovariectomizadas com uma dieta pobre em calcio tratadas
com alendronato e ratas ovariectomizadas com uma dieta pobre em cdlcio
tratadas com raloxifeno. Assim, a analise histomorfométrica foi realizada, bem
como expressdo da proteina TRAP, osteocalcina, osteoprotegerina (OPG) e
RANKL, pela técnica de imunoistoquimica. Para comparar os valores médios
obtidos nos diferentes grupos e periodos experimentais, os dados foram
analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn como
post-hoc técnicas (a =. 05).

Resultados: No longo prazo, os grupos SHAM e raloxifeno mostraram a melhor
taxa de formacgdo éssea (P <0,05). A pior taxa de formacdo éssea foi observado
no grupo OVX ST. Os grupos raloxifeno e alendronato melhoram a taxa de
formacdo 6ssea, quando administrados em animais com osteoporose. O grupo
raloxifeno apresentou uma melhor resposta no longo prazo. O grupo
alendronato mostrou uma resposta favoravel em 14 dias comparado ao grupo
raloxifeno, mas uma resposta reduzida aos 42 dias pds-extracdo. A

imunoistoquimica revelou a expressao da proteina TRAP, osteocalcina,



] 23
Artigo

osteoprotegerina (OPG) e fator de RANKL. Foi possivel notar um osso maduro no
grupo SHAM aos 14 dias, um osso imaturo no grupo OVX ST e uma qualidade
Ossea intermediaria nos grupos OVX ALE e OVX RAL.

Conclusdes: A ovariectomia associada a uma dieta pobre em calcio atrasou o
processo de reparo alveolar. O tratamento com alendronato e raloxifeno
melhorou o reparo alveolar em ratas osteoporéticas, mas ndo o suficiente para
atingir os valores histométricos e de expressao das proteinas do grupo sham.

Palavras-chave: alendronato, raloxifeno, osteocalcina, osteoprotegerina, RANKL.
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Histomorphometric and immunohistochemistry analysis of the alveolar healing
process of ovariectomized rats with a low calcium diet submitted to raloxifene

or alendronate therapy

Abstract

Objectives: To evaluate the influence of alendronate and raloxifene in the
alveolar healing process of rats with induced osteoporosis (ovariectomized and
low calcium diet).

Materials and Methods. The sixty-four rats were divided into four groups (n =
16) according to the treatment in ovariectomized rats with a low calcium diet
treated with alendronate, ovariectomized rats with a low calcium diet raloxifene-
treated, ovariectomized rats with a low calcium diet without pharmacological
treatment and sham rats with a balanced diet. Thus, histomorphometric analysis
was performed, as well as expression of TRAP protein, osteocalcin,
osteoprotegerin (OPG) and RANKL, by the immunohistochemistry technique. To
compare the mean values obtained in different groups and experimental
periods, the data were analyzed by Kruskal-Wallis, Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn
tests were further used as post-hoc techniques (a=.05).

Results: In the long term, the SHAM and raloxifene groups showed the best bone
formation rate (P <.05). The worst bone formation rate was observed in the
untreated OVX group. Raloxifene and Alendronate groups improved bone
formation rate when administered in osteoporotic animals. Raloxifene group had

a better response in the long term. Alendronate group showed a favorable
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response at 14 days compared to Raloxifene group, but a reduced response at 42
days post-extraction. Immunohistochemistry revealed the expression of TRAP
protein, osteocalcin, osteoprotegerin (OPG) and RANKL, it was possible to note a
mature bone at 14 days in the SHAM group balanced diet, and an immature bone
in OVX group low calcium diet and an intermediate quality in the Alendronate
and Raloxifene groups.

Conclusion: Ovariectomy delays the alveolar wound healing process and
interferes with the bone turnover. The ALE replacement and the RLX treatment
improved the healing but not enough to reach histomorphometric and
immunocolocalization values of the sham group.

Keywords: alendronate, raloxifene, osteocalcin, osteoprotegerin, RANK Ligand.

1.1 Introdugao

A deficiéncia de estrégeno (E2) como consequéncia da menopausa causa
osteopenia em aproximadamente dois tercos das mulheres. Com a associacao da
deficiéncia estrogénica ao envelhecimento um quadro osteopordtico é
observado (Kribbs, 1990). A perda dssea decorrente do envelhecimento difere da
perda dssea provocada pela diminuicao da func¢do gonadal, ja que a reducao dos
horménios sexuais femininos provoca aumento do numero e da atividade de
osteoblastos e osteoclastos, ocorrendo uma perda do equilibrio entre formacao
(osteogénese inadequada) e absorcdo Ossea (osteoclastogénese excessiva),

resultando na perda éssea, principalmente trabecular (Manolagas e Jilka, 1995).
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Os autores sugerem que ocorre aumento do numero de precursores de
osteoclastos em decorréncia do aumento da producdo de IL-6 pelos pré-
osteoblastos. Enquanto a perda dssea decorrente do envelhecimento é devido a
diminuicdo da absorcdo intestinal do cdlcio da dieta resultando na perda dssea
principalmente cortical (Tedfilo et al 2003, 2004).

O tratamento com reposicdao hormonal é utilizado com frequéncia para
tratar sintomas da menopausa e prevenir a osteoporose (Burg et al 2006).
Entretanto, as possiveis contra-indicaces clinicas e o risco dos efeitos colaterais
aumentaram o numero de pesquisas relacionadas a terapias alternativas (Regan
et al 2001). Portanto outros farmacos como a calcitonina (Netelenbos 1998;
Chen et al 2010), bifosfonatos (Netelenbos 1998; Russel e Rogers, 1999; Mufioz-
Torres et al 2009) e os moduladores seletivos de receptores de estrégeno
(SERMs) (Ettinger et al 1999; Cummings et al 1999; Barret-Connor et al 2002),
foram propostos como terapias alternativas promissoras para o tratamento da
osteoporose pds-menopausa.

Os bisfosfonatos sao medicamentos novos e representam uma esperanca
no que se refere a prevencao e ao tratamento da osteoporose, em especial o
alendronato (4-amino-1-hidroxybutyidene) que faz parte da segunda geracao dos
bifosfonatos, o qual possui menor efeito colateral relativo aos da primeira
geracdo. A classe destes farmacos é analoga dos pirofosfatos e exerce sua a¢ao
anti-reabsortiva por meio da ligagdo a hidroxiapatita, inibindo o
desenvolvimento de osteoclastos e sua atividade migratdoria e também

promovendo a apoptose dos mesmos (Giro, 2006). Devido a grande afinidade
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pela matriz éssea, aproximadamente 50% da dose absorvida permanece fixa no
0sso e o restante é eliminado lentamente, com meia vida de cerca de 10 anos,
sem haver qualquer sinal de metabolizagcdo (Amler, 1969; Russel e Rogers 1999).

Os SERMs sdo uma classe de farmacos que atua como agonista de
receptores de estrogeno em alguns tecidos e como antagonista em outros. S3o
usados para tratar ou prevenir varias condi¢des hormonais dependentes, como o
cancer de mama, a osteoporose e as doencas cardiovasculares (lwamoto et al
2005). O raloxifeno (RLX), um analogo do benzotiofeno, é o Unico SERM
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento e prevengao
da osteoporose nos Estados Unidos e em varios outros paises devido seu efeito
preventivo na incidéncia de fraturas vertebrais em mulheres com osteoporose
pds-menopausa (Ettinger et al 1999). RLX também reduz a incidéncia de cancer
de mama (Cummings et al 1999) e altera a concentragao de lipidio na corrente
sanguinea que talvez seja favoravel para prevencao de doencas cardiovasculares
em individuos de alto risco; possui pouquissimo efeito no endométrio (Barret-
Connor et al 2002).

Numa remodelagcdo éssea normal, a formagdo dssea pelos osteoblastos
segue a reabsorcdo osteoclastica e ocorre de maneira precisa e quantitativa. A
molécula ativadora e receptora do fator kappa B da familia do fator de necrose
tumoral (RANKL: expressada pelos osteoblastos e seus precursores) (Lacey et al
1998) e seu receptor RANK (expressado em precursores de osteoclastos e
osteoclastos maduros) (Hsu et al 1999) sdo reguladores chaves da remodelacao

dssea e essenciais para o desenvolvimento e ativagdo da reabsorgdo dssea (Theill
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et al 2002). A homeostasia 6éssea é alcancada pelo balango dos efeitos da
reabsorcdo 6ssea de RANKL e seu receptor chamariz, a osteoprotegerina (OPG:
expressada pelos osteoblastos e seus precursores) (Simonet et al 1997). OPG se
liga a RANKL limitando a interacdo entre RANKL e RANK que inibe a sinalizacdo
dos eventos que modulam a diferencia¢do osteocldstica e o desenvolvimento de
linfécitos. O balango entre RANKL e OPG é regulado por citocinas e hormdnios
gue determinam as fungdes osteoclasticas, a alteracdo desse balango é critica
nas patologias dsseas resultando num aumento de reabsorc¢do dssea.

O processo de mineralizagdo é o ultimo passo do reparo alveolar, e
resulta da deposicdo de calcio na matriz organica dssea, composta por colageno
em sua maior parte. A participacdo de proteinas ndo colagenas, sintetizadas por
osteoblastos durante a deposi¢ao de calcio, tais como osteocalcina, osteopontina
e sialoproteina dssea, é importante durante a maturacao e mineralizagdo dssea,
além de regular a atividade funcional das células dsseas (Amler, 1969; Shyng et
al. 1999; De Oliveira et al. 2003; Kassem et al. 2008)

A ovariectomia tem se mostrado um modelo particularmente util para
investigar a interferéncia da deficiéncia de estrégeno no metabolismo dsseo,
porém estudos na literatura mostram que apenas a deficiéncia de estrégeno
decorrente da ovariectomia ndo é suficiente para provocar osteoporose maxilar
em ratas, num periodo de até 11 semanas. Sendo assim, associacao da dieta
pobre em Ca++ a ovariectomia ocasionou uma diminuicdo da massa déssea 2
vezes maior na maxila do que na metafise proximal da tibia apds 5

semanas(Teofilo et al. 2003 e 2004). O processo de reparo alveolar é um
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interessante modelo para estudar a dindmica do tecido dsseo, pois representa
uma situacdo na qual o organismo cria condi¢Oes para producdo de tecido dsseo
com o objetivo de preenchimento total do alvéolo previamente ocupado pelo
dente (Okamoto e Russo, 1973; Carvalho e Okamoto, 1987). Uma importante
questdo consiste em como produzir um tecido mineralizado de boa qualidade
para suportar as forgas mecanicas decorrentes de uma reabilitagdo com prétese
sobre implante (Von Wowern e Kollerup 1992; Elsubeihi e Heersch, 2002).

Considerando o aumento da expectativa de vida, o nimero de idosos com
osteoporose e a procura de tratamento odontoldgico para reposicao de dentes
perdidos, as peculiaridades do reparo alveolar e a necessidade de se obter
melhor entendimento da formacdo do tecido dsseo no processo de reparo
alveolar se fazem importantes, para se alcangar um tecido désseo de maior
qualidade. O presente projeto apresentou como proposta estudar a influéncia do
alendronato e do raloxifeno no processo de reparo alveolar em ratas com
osteoporose induzida por meio de andlise histomorfométrica e
imunoistoquimica.

Além disso, a hipdtese apresentada pelos autores foi que o tratamento
com Alendronato de sddio seria superior ao Raloxifeno, nas analises do processo

alveolar.



) 30
Artigo

1.2 Materiais e métodos
ANIMAIS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal sob o numero 2010/003045. Para o desenvolvimento
deste, foi utilizado um total de 64 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar),
fémeas, adultas (50-60 dias), com peso de aproximadamente 200g, as quais
foram divididas em quatro grupos (n=16 por grupo). Estes animais foram
mantidos em gaiolas, e alimentados com racdo balanceada (NUVILAB, Curitiba
PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e 4dgua ad libitum.

ApOds a realizagao das cirurgias sham (cirurgia ficticia) e das cirurgias de
ovariectomia, os animais do grupo sham com dieta balanceada continuarao
sendo alimentados com racdo balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil)
contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua ad libitum, enquanto os demais animais foram
alimentados com ragao contendo 0.1% Ca e 0.5%P (RHOSTER Ind. Com., Vargem
Grande Paulista, SP, Brasil) e dgua ad libitum (Figura 1).

Os grupos experimentais foram: ratas sham dieta normal (SHAM); ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta pobre em calcio sem tratamento
medicamentoso (OVX ST), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta pobre em
calcio e tratadas com alendronato (OVX ALE), ratas ovariectomizadas submetidas
a dieta pobre em calcio e tratadas com raloxifeno (OVX RAL). A distribuicdo das
ratas de acordo com os grupos e periodos experimentais foi realizada da
seguinte forma:

SHAM (sub grupos 14 e 42) — n= 16 ratas
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OVX ST (sub grupos 14 e 42) — n = 16 ratas
OVX ALE (sub grupos 14 e 42) — n = 16 ratas.
OVX RAL (sub grupos 14 e 42) — n= 16 ratas.
Os grupos foram divididos em subgrupos 14 e 42 dias, de acordo com o
tipo de estudo a ser realizado:
Subgrupo 14 — ratas que sofreram exodontia e foi avaliado o processo de reparo
alveolar aos 14 dias apds exodontia.
Subgrupo 42 — ratas que sofreram exodontia e foi avaliado o processo de reparo

alveolar aos 42 dias apds exodontia.

ESTUDO DO CICLO ESTRAL

As ratas foram colocadas em gaiolas individuais para o estudo didrio do
ciclo estral. A técnica utilizada foi descrita por Long e Evans (1922), que consiste
na introducgado, intravaginal, de 1-2 gotas de soro fisioldgico que, em seguida, é
aspirado e colocado numa lamina de histologia para leitura microscopica
imediata. Apds a obtencao de 2 a 3 ciclos regulares, os animais foram utilizados

nos experimentos.

CASTRAGAO BILATERAL

As ratas dos grupos OVX ST, OVX ALE e as OVX RAL foram anestesiadas
com Coopazine (Xilazina-Coopers, Brasil, Ltda) e Vetaset (Cloridrato de
quetamina injetavel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda) e, a seguir, foram realizadas

incisbes em ambos os flancos, com a exposigao dos ovarios e remogao cirurgica
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dos mesmos. As ratas do grupo sham passaram pelo mesmo procedimento,

porém apenas foi realizada a exposicao cirurgica dos ovarios sem sua remocao.

TRATAMENTOS:
Com Alendronato

Oito dias apds a ovariectomia as ratas foram submetidas ao tratamento
com Alendronato Sddico por 30 dias por meio da gavagem de 0,1mg/Kg/dia (Da
Paz et al. 2001) dissolvido em solucdo aquosa. Esta medicacdo permaneceu até o
término do experimento (eutanasia dos animais), totalizando 44 e 72 dias de

administragdo, respectivamente.

Com Raloxifeno

Oito dias apds a ovariectomia as ratas foram submetidas ao tratamento
com Raloxifeno por 30 dias por meio da gavagem de 1mg/kg/dia (Luvizuto et al.
2010) dissolvido em solugcdo aquosa. Esta medicagdo permaneceu sendo
administrada até o término do experimento (eutanasia dos animais), totalizando

44 e 72 dias de administragao, respectivamente.

TECNICA PARA EXTRAGAO DENTAL

Um més apds o inicio da terapia medicamentosa com Alendronato ou
Raloxifeno as ratas foram anestesiadas por infiltracdo intramuscular de
Coopazine (Xilazina-Coopers, Brasil, Ltda) e Vetaset (Cloridrato de quetamina

injetdvel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda) na dosagem indicada pelo fabricante,
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foi realizada a antissepsia do campo operatdrio com polivinilpirrolidona iodada
(Riodeine Industria Quimica e Farmacéutica Rio Quimica, Ltda) e em seguida, foi
realizada a exodontia do incisivo superior direito, utilizando instrumental
especialmente adaptado para este fim (Okamoto e Russo, 1973). A mucosa
gengival foi suturada com fio de poliglactina 910 (Vicryl 4.0) (Johnson & Johnson,

Sao José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil).

TECNICA HISTOLOGICA EM PARAFINA

Os animais de todos os grupos experimentais foram eutanasiados por
sobredosagem anestésica aos 14 e 42 dias apds a exodontia e, foram retiradas as
hemi-maxilas direitas para a realizacdo da andlise histoldgica dos cortes em
parafina dos alvéolos.

As pecas foram fixadas em formol e sofreram descalcificacdo em EDTA
(18%) e em seguida a desidratagdo utilizando uma sequéncia de alcodis. Apds
estas etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol para posterior inclusdo em
parafina para obtenc¢do de corte com 5 um de espessura e montados em
[aminas. Algumas laminas foram separadas para a coloragdao em hematoxilina e
eosina (HE) e outras para as rea¢des de imunoistoquimica. Um Unico examinador

realizou as analises e 0 mesmo desconhecia o respectivo grupo da secgao.

ANALISE HISTOMETRICA
Dois cortes de cada animal foram corados em hematoxilina e eosina (HE)

para analise histométrica. O alvéolo foi didaticamente dividido em tergo cervical,
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médio e apical para realizar a andlise histoldgica. Os eventos foram observados
no terco cervical.

A analise histométrica foi feita pelo método da planimetria de pontos.
Para isto, os cortes dos alvéolos foram primeiramente fotografados com um
sistema de camera digital acoplada ao microscépio Nikon (Eclipse 80i,
Shinagawa, Tokyo, Japdo), com objetiva de 10x e processadas pelo software
software Image-Pro® (Plus 5.1, Bethesda, Maryland, EUA). Utilizando o programa
grafico Software Adobe Photoshop versdo 6.0, foram sobrepostas 2 grades de
Merz em cada terco cervical do alvéolo para estimar o volume de tecido ésseo
formado. Cada grade contém 100 pontos equidistantes, portanto foram um total
de 200 pontos. Esta analise foi realizada sem o conhecimento do examinador e
realizada em dois cortes histolégicos de cada animal.

Os dados relativos a avaliagdo histométrica dos resultados da area do
coagulo, tecido conjuntivo e tecido 6sseo (% da drea total) foram
estatisticamente analisados utilizando teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e
teste (post-hoc) de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn. Diferencas estatisticas foram

consideradas significantes quando P < 0,05.

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

O processamento imunoistoquimico foi realizado no Laboratério de
Histologia da Universidade Sagrado Coragdo /USC, Bauru.

A atividade da peroxidase enddgena foi inibida com perdxido de

hidrogénio. A seguir, as laminas passaram pela etapa de recuperagao antigénica
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com tampao fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primarios utilizados foram
contra TRAP (SC30832), OPG (SC210832), RANKL (SC7627), e osteocalcina
(5C18319), todos os anticorpos primarios foram policlonais, produzidos em
cabras (Santa Cruz Biotechnology). A escolha destes anticorpos foi realizada
baseada na necessidade em se avaliar as respostas celulares quanto ao processo
de reabsorcdo o6ssea (TRAP), remodelacdo (OPG e RANKL) e mineralizagao
(osteocalcina).

Foram realizados experimentos de imunoistoquimica utilizando como
método de deteccdo a imunoperoxidase. Foi utilizado o anticorpo secundario
biotinilado anti-cabra produzido em coelho (Pierce Biotechnology), o
amplificador foi a Avidina e Biotina (Vector Laboratories) e a diaminobenzidina
(Dako) como cromdgeno. Ao término da revelagdo com a diaminobenzidina, foi
realizada a contra-coloracdo pela Hematoxilina de Harris. Para cada um dos
anticorpos utilizados, foi avaliada a expressdao destas proteinas semi-
quantitativamente pela atribuicio de diferentes “scores” de acordo com o
nuimero de células imunomarcadas no processo de reparo alveolar.

A analise foi realizada em um microscépio Nikon (Eclipse 80i, Shinagawa,
Tokyo, Japdo), objetiva de 20x, através da contagem manual das células
marcadas em dreas previamente determinadas, que sabidamente estavam
envolvidas na dindmica do tecido ésseo, e foram consideradas positivas as
marca¢des com diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar controles

negativos para avaliar a especificidade dos anticorpos.
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As avaliacGes foram realizadas por meio de escores que representam:
marcacao leve (++), marcacdo moderada (+++) e marcacdo intensa (++++). A
avaliacdo foi realizada em toda a extensao do alvéolo no periodo de 14 dias apds

a exodontia.

1.3 Resultados
Avaliagdo clinica e microscopica

O ciclo estral mostrou a eficacia da ovariectomia como proposto pelo
estudo. Os grupos OVX ST, OVX ALE e OVX RAL estavam na fase de diestro,
caracterizado pela predominancia de leucdcitos. Em contrapartida, os animais
submetidos a cirurgia sham apresentaram as 4 fases do ciclo estral (diestro,
proestro, estro, metaestro).

Levando em consideracdo a dindmica do processo alveolar, foram
realizadas as analises quantitativas da formacdao de codgulo, tecido conjuntivo e
tecido dsseo em todos os grupos (Figura 2). Ao longo do processo, o coagulo foi
diminuindo assim como o tecido conjuntivo, ja em relagdo ao tecido désseo foi
observado um aumento no interior do alvéolo em reparacgao. Esta observacgao foi
comum aos quatro grupos experimentais (SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL).
Aos 14 dias pds-operatdrios as melhores respostas bioldgicas foram observadas
no grupo SHAM, que apresentou juntamente com o grupo OVX ALE as melhores
respostas de taxa de formacao dssea. O maior atraso no processo de reparo foi

observado no grupo OVX ST. Os grupos OVX ALE e OVX RAL melhoraram a taxa
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de formacgdo dssea quando foram administrados nos animais com osteoporose
induzida.

Aos 42 dias, o grupo OVX RAL teve uma resposta ligeiramente superior
ao grupo SHAM. J4 o grupo OVX ALE teve uma resposta mais favoravel que o

OVX RAL aos 14 dias, mas ainda inferior ao grupo SHAM. (Figura 2).

Analise histométrica

Para o coagulo aos 14 dias, o menor valor médio observado foi para o
grupo OVX RAL e o maior valor médio para o grupo OVX ST. Foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo OVX RAL e OVX ST (p<0,05)
(Figura 3 e Tabela 1).

Para o tecido conjuntivo aos 14 dias, o menor valor médio observado foi
para o grupo OVX ALE e o maior valor médio para o grupo OVX RAL. Foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos OVX RAL e
OVX ALE e, entre os grupos SHAM e OVX ALE (p<0,05) (Figura 4 e Tabela 2).

Para o tecido dsseo aos 14 dias, o menor valor médio observado foi para
o grupo OVX ST e o maior valor médio para o grupo OVX ALE. Ndao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados.

Aos 42 dias, no coagulo notou-se o menor valor médio para o grupo
SHAM e o maior valor médio para o grupo OVX ALE. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos OVX RAL e SHAM (p<0,05) (Figura 5

e Tabela 3).
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No mesmo periodo, o tecido conjuntivo apresentou o menor valor médio
para o grupo OVX RAL e o maior valor médio para o grupo OVX ST. Ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos avaliados.

J4 o tecido dsseo apresentou o menor valor médio para o grupo OVX ST e
o maior valor médio para o grupo OVX RAL. Nao foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos avaliados.

Analise Imunoistoquimica

Foram realizadas reagdes imunoistoquimicas com o objetivo de avaliar as
respostas celulares através de diferentes proteinas sintetizadas durante o
processo de reparo alveolar aos 14 dias apds a exodontia, que é o periodo de
expressao maxima destas proteinas.

A imunomarcacdao para OPG é observada em células da linhagem
osteoblastica, bem como na matriz extracelular, no tecido conjuntivo e mesmo
junto ao trabeculado ésseo em formagdo. E uma proteina soltvel e por esse
motivo caracteriza-se por se apresentar de maneira difusa no tecido dsseo e
matriz extracelular.

No grupo SHAM foi observada a presenca desta proteina nas células da
linhagem osteoblastica, especificamente nos ostedcitos, também foram
observadas marca¢des na matriz extracelular, tecido conjuntivo precursor do
tecido ésseo e também junto ao trabeculado dsseo em formacgao. O conjunto de
laminas avaliadas mostrou um escore moderado para esta proteina (Figura 6 e

Tabela 4).
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No grupo OVX ST foi observada a presenca desta proteina na matriz
extracelular e no tecido conjuntivo. Ndo foram observadas marcagdes junto ao
trabeculado dsseo. O conjunto de espécimes avaliados mostrou um escore leve
para esta proteina (Figura 7 e Tabela 4).

No grupo de ratas OVX ALE foi observada a marcacdao da OPG na matriz
extracelular, tecido conjuntivo e uma marcagao discreta no trabeculado ésseo
em formacdo. O escore atribuido para as imunomarcacdes avaliadas foi o
moderado (Figura 8 e Tabela 4).

Nas ratas OVX RAL foi observada a imunomarca¢dao da OPG na matriz
extracelular, no tecido conjuntivo e ja foi possivel observar uma marcagao
discreta no trabeculado dsseo em formacdo. O escore atribuido para os
espécimes avaliados representa a marcacdo moderada para OPG (Figura 9 e
Tabela 4).

A proteina RANKL apresenta-se expressa em células da linhagem
osteoblastica, bem como na matriz extracelular e no tecido conjuntivo.

Para o grupo SHAM, foi observada imunomarcacdao positiva para
ostedcitos, bem como na matriz extracelular e no tecido conjuntivo. Algumas
areas de tecido ésseo em formacao também foram observadas neste periodo
além de areas do trabeculado ésseo com imunomarcacao discreta para esta
proteina. O escore atribuido para esta proteina foi o de marcacdo moderada
(Figura 6).

No grupo de ratas OVX ST, foi observada uma marcac¢ao bastante intensa

de RANKL em osteoblastos. Também foi possivel observar a matriz extracelular
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marcada e o trabeculado dsseo mostrou-se em organizacdo, porém com
auséncia de marcacdo para esta proteina. O escore atribuido para o conjunto de
espécimes avaliados foi o de marcacdo intensa (Figura 7).

Nas ratas OVX ALE, foram observados osteoblastos marcados
intensamente e alguns ostedcitos também marcados positivamente para a
RANKL. A matriz extracelular também apresentou marcag¢dao positiva para a
RANKL e o trabeculado 6sseo apresentou-se bem organizado. O escore atribuido
para os espécimes deste grupo foi intenso (Figura 8).

Nas ratas OVX RAL, foram observados osteoblastos e principalmente
ostedcitos marcados positivamente para o RANKL. As trabéculas &sseas
mostraram-se organizadas e com marcacao positiva para a RANKL. O escore
atribuido para os espécimes deste grupo foi o intenso (Figura 9).

A osteocalcina é a proteina ndo colagena mais abundante da matriz
0ssea. Marca a mineralizacdo do tecido ésseo e um marcador de células da
linhagem osteoblastica.

No grupo SHAM, foi observada a presenca de poucos ostedcitos
marcados positivamente para a osteocalcina. A matriz extracelular e o
trabeculado ésseo em formagdo também apresentaram marcagao positiva para a
osteocalcina. As observag¢des neste grupo sinalizam um grau de maturidade do
tecido 6sseo, principalmente em func¢do da marcagao positiva para ostedcitos,
bem como a precipitacdo da osteocalcina sobre o trabeculado désseo em

formacao. O escore atribuido para o grupo foi intenso (Figura 6).
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No grupo de OVX ST, foram observados osteoblastos intensamente
marcados. A matriz extracelular também se apresentou bastante marcada.
Alguns ostedcitos apresentaram discreta marcacdo. Neste grupo foi possivel
observar que a partir da atividade de sinalizacdo protéica, o tecido dsseo
encontrava-se mais imaturo quando comparado ao grupo anterior. O escore
atribuido para os espécimes deste grupo foi intenso (Figura 7).

No grupo de ratas OVX ALE, foram observados ostedcitos e osteoblastos
com marcagao positiva. Pouca matriz extracelular apresentou-se marcada
positivamente para esta proteina. Ao conjunto dos espécimes avaliados foi
atribuido o escore intenso (Figura 8). Vale destacar que neste grupo, pela
presenga de marcagdes positivas tanto para osteoblastos como para ostedcitos,
o estagio de maturacdo do tecido ésseo encontra-se num grau superior ao do
grupo de ratas osteopordticas, porém inferior ao grupo SHAM.

No grupo de ratas OVX RAL, foram observadas marca¢des moderadas
para osteoblastos e ostedcitos. Também foi observada marcagdo na matriz
extracelular. O escore atribuido ao conjunto dos espécimes neste grupo foi
moderado (Figura 9). Neste grupo, assim como no grupo OVX ALE, foi possivel
observar respostas celulares que indicam um menor grau de maturidade neste
grupo, quando comparado ao grupo SHAM. Porém, vale destacar que o grau de
maturidade foi superior ao do grupo de ratas OVX ST.

A enzima TRAP mostra a atividade osteoclastica em andamento no tecido
6sseo em formacao. No grupo SHAM o escore atribuido foi moderado para a

presenca de osteoclastos TRAP positivos. No grupo OVX ST, o escore atribuido foi
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o intenso para os osteoclastos TRAP positivos. Nos grupos de ratas tratadas com
alendronato ou com raloxifeno, o escore atribuido foi moderado para os

osteoclastos TRAP positivos (Tabela 4).

1.4 Discussao

A hipdtese apresentada pelos autores deste trabalho foi parcialmente
aceita, tendo em vista que a avaliagdo da porcentagem da neorfomacdo dssea no
periodo de 14 dias foi maior no grupo tratado com alendronato em relagdo ao
raloxifeno. Entretanto, no segundo periodo avaliado, houve uma inversao, com o
raloxifeno superando os valores de porcentagem de neoformacao dssea até do
grupo SHAM, porém sem significancia estatistica.

A analise dos eventos histolégicos mostrou que em todos os grupos
experimentais os passos do processo de reparo alveolar ocorreram conforme
descrito na literatura (Shyng, 1999; De Oliveira, 2003). O modelo experimental
seguido no presente trabalho foi eficiente para a indugdo da osteoporose, ja que
mesmo nos grupos tratados (OVX ALE e OVX RAL) houve uma melhora apenas
parcial no reparo alveolar em relagao as ratas OVX ST. Estando de acordo com o
método seguido por Tedfilo et al. (2003) em que foi realizada a ovariectomia
associada a uma dieta pobre em calcio, e a osteoporose resultante foi mais
acentuada que somente a ovariectomia. Porém uma das dificuldades
encontradas para a realizagao deste trabalho foi o alto custo da racdo pobre em

calcio.
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O processo de reparo alveolar envolve respostas bioldgicas que mostram
a dindmica do tecido dsseo, podendo ser dividida didaticamente em trés etapas:
fase exsudativa, que representa a formacdo da fibrina, fase proliferativa,
representando a proliferacdo de células que formardo o tecido de granulacdo e
por ultimo, a fase reparadora, representando a sintese de coldgeno e ossificacao
(Amler, 1969). Neste estudo, avaliamos os trés eventos através da quantificacao
do codgulo sanguineo, tecido conjuntivo e tecido dsseo, com o intuito de avaliar
a dindmica do processo de reparo alveolar no quadro de osteoporose e
posteriormente, em presenca de medicamentos como o raloxifeno ou o
alendronato, que tém sido utilizados pela populagao.

O grupo SHAM, considerado o grupo controle, mostrou as melhores
respostas quanto a taxa de formagao d6ssea, bem como uma diminuicdo na
presenca do codgulo sanguineo e do tecido conjuntivo, mostrando que o
processo de reparo alveolar ocorreu da maneira esperada (Okamoto e Russo,
1973). O quadro instalado de osteoporose mostrou que houve uma grande
diminuicdo na taxa de formacgdo dssea, representada pela menor porcentagem
de osso formado aos 14 e aos 42 dias no grupo OVX ST. O grupo OVX ST também
apresentou a maior quantidade de codgulo remanescente e tecido conjuntivo no
alvéolo aos 42 dias. A utilizacdo de alendronato ou raloxifeno nos animais com a
osteoporose instalada promoveu uma melhora na taxa de formacdo dssea,
conforme o esperado. Inicialmente, o alendronato promoveu respostas melhores
do que o raloxifeno, como observado aos 14 dias pds exodontia. No entanto, aos

42 dias, p6de-se constatar que houve uma tendéncia do grupo OVX RAL e do
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grupo SHAM a apresentarem uma taxa de formacdo éssea maior que do grupo
OVX ALE. Portanto, o raloxifeno parece promover respostas do tecido dsseo que
resultam numa melhor dindmica Este achado vem ao encontro dos resultados
observados por Luvizuto et al. (2010), quando foi possivel observar que o
raloxifeno inicialmente promoveu uma baixa taxa de formacdo dssea. No
entanto, aos 42 dias foram notadas respostas bastante favoraveis com a
utilizagdo deste farmaco, que promoveu respostas constantes quanto a
porcentagem de osso formado.

Considerando as respostas bioldgicas e das sinaliza¢des celulares aos 14
dias pds exodontia, periodo de maior atividade metabdlica durante o processo
de reparo alveolar (Okamoto e Russo, 1973), é possivel observar que as células
osteoblasticas produzem proteinas que buscam o equilibrio do tecido dsseo. A
osteoprotegerina e RANKL foram produzidas de maneira equilibrada para todos
0s grupos experimentais. No entanto, é importante destacar que no grupo OVX
ST hd uma grande expressdao de RANKL, proteina que ativa pré osteoclastos
presente nos osteoblastos mostrando a intensa ativagdo da osteoclasia. Este
achado é confirmado por artigos na literatura que mostram que a maior
expressdao de RANKL resulta numa maior ativacdo osteoclastica (Giner et al.
2011; Luvizuto et al. 2010; Ostrowska et al. 2012) Osteoprotegerina e RANKI
encontram-se equilibrados porém com ligeira reducdo na expressao de RANKL
no grupo OVX RAL. Este achado também foi observado no trabalho de Luvizuto
et al. 2010, onde a administracao de raloxifeno levou a uma menor expressao de

RANKL e consequentemente de TRAP, marcador da atividade osteoclastica.
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A presenca de osteocalcina no tecido dsseo também foi um fator que
mostrou as diferencas na qualidade do tecido dsseo a ser formado durante o
processo de reparacdao. O grupo SHAM mostrou as maiores expressdes de
osteocalcina e o grupo osteoporose apresentou a menor presenga desta
proteina, considerada o marcador da mineralizacdo Odssea. Aos 14 dias foi
possivel observar uma presenca de osteocalcina ligeiramente maior no grupo
OVX ALE quando comparado ao grupo OVX RAL. Estes resultados justificam o
achado de que aos 14 dias p6s exodontia, hd uma menor taxa de formacado dssea
do grupo OVX RAL quando comparado ao grupo OVX ALE. Vale destacar que
estes resultados também confirmam os achados de Luvizuto et al. (2010), em
gue a expressdo de osteocalcina aos 14 dias pds exodontia foi maior no grupo
SHAM e menor no grupo OVX ST bem como no grupo OVX RAL. Conforme
discutido anteriormente, o raloxifeno parece ndao promover respostas evidentes
nos periodos iniciais da sua administracgao.

Os bisfosfonatos (BFs) contendo nitrogénio como alendronato,
risedronato e ibandronato, sdo agentes inibidores da reabsorcdo éssea (Epstein,
2006; Pazianas et al. 2010). Impedem a perda de massa dssea através da inibicao
do receptor RANKL bloqueando a diferenciacdo e ativagdo osteoclastica
reduzindo a dor e o risco de fraturas patoldgicas (Naidu et al. 2008; Kavanagh et
al. 2006; Reszka e Rodan, 2003). Portanto sdo medicacdes que previnem a perda
de massa dssea por inibir a reabsor¢ao, sendo deficientes em relagao a estimular
a diferenciacao e a ativacao de osteoblastos, buscando um equilibrio entre OPG

e RANKL. Uma das vantagens do alendronato percebidas neste estudo é que
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além de melhorar a qualidade 6ssea em relacdo ao grupo OVX ST, teve um
menor custo comparado ao raloxifeno. Também deve ser destacado que a
osteonecrose induzida por bisfosfonatos orais € uma possivel complicacdo da
terapia com bisfosfonatos. Embora seja rara, de menor severidade, e de maior
previsibilidade quando comparada a osteonecrose causada pelos bisfosfonatos
endovenosos (Marx et al. 2007).

O tecido 0sseo necessita de um equilibrio entre as suas atividades
celulares, traduzido no equilibrio do metabolismo dsseo onde a taxa de
formacao é equivalente a taxa de absor¢do dssea. O predominio de uma destas
respostas pode acarretar respostas prejudiciais a dinamica do tecido dsseo
(Bucay et al. 1998; Simonet et al. 1997).

O osteoblasto, célula chave no comando das respostas do tecido dsseo
libera fatores que interferem diretamente na resposta dos osteoclastos, através
da sinalizacdo pardcrina. Por outro lado, osteoclastos, através de respostas de
feedback negativo interferem nas atividades dos osteoblastos. Uma célula atua
em funcdo da presenca da outra. Hormonios, como fatores sistémicos e fatores
locais podem interferir diretamente neste equilibrio das células ésseas (Giner et
al. 2011).

Uma tentativa de se obter alternativas farmacoldgicas que poderiam ser
utilizadas no tratamento da osteoporose levou a elabora¢ao dos moduladores de
receptores de estrégeno. O raloxifeno, farmaco desta classe, é o Unico aprovado
pela FDA para utilizacdo na clinica (Ettinger et al. 1999). O tratamento com

raloxifeno e a reposi¢ao hormonal ajustam a produgdo local de citocinas e
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fatores de crescimento, diminuem a formacdo de osteoclastos e aumentam a
vida de osteoblastos e ostedcitos, além de ter um efeito anti-oxidante ao inibir a
apoptose de ostedcitos ocasionadas pela ovariectomia (Cao et al. 2002; Stepan
et al. 2003). Ou seja, o raloxifeno atua tanto inibindo a reabsor¢cdao éssea, como
estimulando células que produzem matriz dssea e, talvez por esse motivo, teve
um melhor desempenho no longo prazo do que o alendronato neste trabalho.

As medicacdOes usadas no presente trabalho melhoraram a qualidade
0ssea nos periodos estudados, em relacdo ao OVX ST, porém numa qualidade
inferior ao grupo SHAM. Fica ainda a duvida quanto qual a qualidade da
osseointegracdo em 0ssos com as caracteristicas observadas, com trabéculas
mais delgadas, expressdo diminuida das proteinas estudadas. Portanto novos

estudos avaliando também a osseointegracado serdo necessarios.

1.5 Conclusdes

Portanto, baseado nos resultados e dentro dos limites experimentais do
presente estudo, podemos observar que:
1. A ovariectomia associada a administracao da dieta pobre em calcio e fosfato é
um modelo experimental que representa a perda déssea que caracteriza a
osteoporose.
2. Ha um prejuizo na dinamica da resposta do processo de reparo alveolar frente
a osteoporose.
3. A administracdo do alendronato e do raloxifeno consegue melhorar as

respostas dinamicas durante o processo de reparo alveolar.
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Tabelas

Tabela 1. Valores médios e Desvio padrdo (DP) dos resultados da area do coagulo

de ratos (% da area total) para todos os grupos apds 14 e 42 dias.

Média de PORCENTAGEM TEMPO

GRUPO 14 dias 42 dias
SHAMDN 13,64 (9,75) ABa 4,71 (3,16) Ab
ALE 19,50 (16,71) ABa 6,67 (3,42) ABb
OVXST 30,33 (15,31) Ba 12,30 (15,99) ABb
RAL 10,50 (10,05) Aa 12,60 (4,79) Ba

Médias seguidas de letras maiusculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na linha diferem estatisticamente

entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn.

Tabela 2. Valores médios e Desvio padrdo (DP) dos resultados da area do tecido

conjuntivo de ratos (% da drea total) para todos os grupos apds 14 e 42 dias.

Média de PORCENTAGEM TEMPO

GRUPO 14 dias 42 dias
SHAMDN 37,79 (8,65) Aa 17,86 (6,50) Ab
ALE 23,29 (7,13)Ba 20,42 (4,39) Aa
OVXST 34,50 (0,50) ABa 23,90 (18,24) Aa
RAL 41,33 (14,50) Aa 15,10 (4,56) Ab

Médias seguidas de letras maiusculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na linha diferem estatisticamente

entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn.
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Tabela 3. Valores médios e Desvio padrdo (DP) dos resultados da area do tecido

Osseo de ratos (% da area total) para todos os grupos apds 14 e 42 dias.

Média de PORCENTAGEM

TEMPO

GRUPO
SHAMDN
ALE
OVXST
RAL

14 dias 42 dias

40,29 (6,97) Aa 62,57 (8,42) Ab
44,71 (16,28) Aa 52,33 (8,04) Aa
34,33 (12,10) Aa 49,80 (18,32) Aa

35,67 (10,33) Aa 66,00 (4,95) Ab

Médias seguidas de letras maiusculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na linha diferem estatisticamente

entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-Damico-Wolfe-Dunn.

Tabela 4 — Escores obtidos com a andlise imunoistoquimica nos grupos avaliados.

GRUPOS OPG RANKL Osteocalcina TRAP
SHAM ++ +++ ++++ ++
OVX ST +++ ++++ ++++ 4+
OVX ALE +++ ++++ ++++ ++
OVX RAL +++ ++++ +++ ++
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Figuras

Figura 1 — Cronologia dos eventos experimentais.
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42 dias

Figura 2 — Cortes histoldgicos corados em hematoxilina e eosina (HE) do terco
cervical do alvéolo. Grupos SHAM (14 e 42 dias); OVX ST (14 e 42 dias); OVX ALE

(14 e 42 dias) e OVX RAL (14 e 42 dias). Original x100.
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Porcentagem média de codgulo aos 14 e 42 dias.

ABa Ba ABa Aa

Ab ABb  ABb Ba

14 dias 42 dias

Médias seguidas de letras mailsculas distintas entre as colunas do mesmo periodo letras minusculas distintas entre os
diferentes periodos diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-

Damico-Wolfe-Dunn.
Figura 3 — Grafico mostrando a porcentagem média de codgulo nos grupos

SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL, nos periodos experimentais de 14 e 42 dias.
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Médias seguidas de letras maiusculas distintas entre as colunas do mesmo periodo letras minusculas distintas entre os
diferentes periodos diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-

Damico-Wolfe-Dunn.

Figura 4 — Grafico mostrando a porcentagem média de tecido conjuntivo nos
grupos SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL, nos periodos experimentais de 14 e
42 dias.
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Médias seguidas de letras mailsculas distintas entre as colunas do mesmo periodo letras minusculas distintas entre os
diferentes periodos diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Nemenyi-

Damico-Wolfe-Dunn.

Figura 5 — Grafico mostrando a porcentagem média de tecido dsseo neoformado
nos grupos SHAM, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL, nos periodos experimentais de
14 e 42 dias.
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Figura 6 — Expressdes das imunomarcacoes aos 14 dias pds-extracdo dos animais
do grupo SHAM. A OPG foi expressa positivamente no tecido mineralizado (seta
preta) e matriz extracelular — MEC (seta branca); Houve expressdo da RANKL em
ostedcitos (Seta amarela) e MEC (seta branca). A osteocalcina foi intensamente
expressa no tecido mineralizado (seta preta). E a TRAP foi exibida em alguns

ostedcitos (seta com OC).Original x200.
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Figura 7 — No grupo OVX ST a OPG foi expressa principalmente na MEC (seta
branca). A RANKL foi exibida em osteoblastos (seta azul) e MEC (seta branca); A
osteocalcina ficou restrita a MEC (seta branca) e osteoblastos (seta azul); e a

TRAP foi intensamente expressada em osteoclastos (seta com OC). Original x200.
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Figura 8 — No grupo OVX ALE a OPG foi expressa na MEC (seta branca); Ja a
RANKL corou positivamente ostedcitos (setas amarelas), MEC (seta branca) e
osteoblastos (setas azuis); a osteocalcina corou osteoblastos (seta azul) e
ostedcitos (setas amarelas); E TRAP marcou moderadamente osteoclastos (seta

com OC). Original x200.
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Figura 9 — No grupo OVX RAL a OPG foi expressa no tecido mineralizado (seta
preta) e MEC (setas brancas); a RANKL foi expressa em osteoblastos (setas azuis)
e ostedcitos (setas amarelas); a OC corou a MEC (seta branca) e alguns
ostedcitos. (seta amarela); a TRAP evidenciou a presenca de osteoclastos (setas

com OC). Original x200.
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1.7 Anexo A - Aprovagio do Comit? de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba
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1.7 Anexo B- Normas para publicaco do periédico Bone
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10) Announcements

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

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
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Policy and ethics
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not a mixture of these). Authors who require information about language editing
and copyediting services pre- and post-submission please visit
http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support site at

http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided
stepwise through the creation and uploading of your files. The system
automatically converts source files to a single PDF file of the article, which is used

in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files
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are converted to PDF files at submission for the review process, these source
files are needed for further processing after acceptance. All correspondence,
including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes

place by e-mail removing the need for a paper trail.

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses
of three potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide

whether or not the suggested reviewers are used.

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor
used. The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as
simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on
processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's options to
justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only
one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used,
use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in
a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not
you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and

'srammar-check' functions of your wordprocessor.

Article structure
Subdivision - numbered sections
Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections

should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not
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included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief

heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a

detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should

be described.

Theory/calculation

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

theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive

citations and discussion of published literature.

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

and Discussion section.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

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

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

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

affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract
is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone.

For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the
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author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be
avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the

abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article
in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership online. Authors must provide images that clearly represent the work
described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate
file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a
minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should
be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to
ensure the best presentation of their images also in accordance with all technical

requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted
in a separate file in the online submission system. Please use Highlights in the file
name and include 3 to 5 bullet points (maximum 20 words per bullet point). See

http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts

(avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations
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firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for

indexing purposes.

Abbreviations

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

Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help
during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof

reading the article, etc.).

Database linking and Accession numbers

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are
useful in their respective research communities. If your article contains relevant
unique identifiers or accession numbers (bioinformatics) linking to information
on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures deposited in public
databases, then please indicate those entities according to the standard
explained below.

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned
below) together with the actual database number, bearing in mind that an error
in a letter or number can result in a dead link in the online version of the article.
Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples

of citations are given in parentheses):
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e GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical
Information (NCBI) (GenBank ID: BA123456)

e PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP)

e CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: Al631510)

e TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

e NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

e OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

e MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

e MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (Ml ID: 0218)

e UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOH5)

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations

themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text.
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described

elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given
in full. Unpublished results and personal communications are not recommended

in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are
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included in the reference list they should follow the standard reference style of
the journal and should include a substitution of the publication date with either
'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in

press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

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

desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list

(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management
packages EndNote ( http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and
Reference Manager (http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to
wordprocessing packages, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article and the list of references and citations to

these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

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

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

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

Examples:

Reference to a journal publication:

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

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New
York, 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your
article, in: B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-

Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations:
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and
enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that
they wish to submit with their article are strongly encouraged to include these
within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or
table by referring to the video or animation content and noting in the body text
where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that
they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video

or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
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recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These
will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video
data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for
both the electronic and the print version for the portions of the article that refer

to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, high-resolution images, background datasets,
sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that
your submitted material is directly usable, please provide the data in one of our
recommended file formats. Authors should submit the material in electronic
format together with the article and supply a concise and descriptive caption for
each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction

pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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17 Anexo C- Tabelas dos valores de P e significAncia
estatistica

Tabela 1 — Valores de p para coagulo.

P-valores:
ALE-14d OVXST-14d RAL-14d SHAMDN-14d ALE-42d OVXST-42d RAL-42d SHAMDN-42d

ALE-14d 1 0,344 0,170 0,511 0,039 0,104 0,871 0,005
OVXST-14d 0,344 1 0,045 0,145 0,011 0,028 0,306 0,002
RAL-14d 0,170 0,045 1 0,459 0,504 0,755 0,269 0,187
SHAMDN-14d 0,511 0,145 0,459 1 0,152 0,305 0,661 0,032
ALE-42 d 0,039 0,011 0,504 0,152 1 0,746 0,082 0,532
OVXST-42d 0,104 0,028 0,755 0,305 0,746 1 0,175 0,352
RAL-42d 0,871 0,306 0,269 0,661 0,082 0,175 1 0,017
SHAMDN-42d 0,005 0,002 0,187 0,032 0,532 0,352 0,017 1

Tabela 2 - Diferencas estatisticas para valores de p para coagulo.

Diferengas Significativas:

ALE-14d OVXST-14d RAL-14d SHAMDN-14d ALE-42d OVXST-42d RAL-42d SHAMDN-42d

ALE-14d Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Sim
OVXSsT-14d Nao Nao Sim Nao Sim Sim Nao Sim
RAL-14d Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao
SHAMDN-14 d Nao Nado Nao Nado Nao Nao Nao Sim
ALE-42d Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao
ovXsT-42d Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao
RAL-42d Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim

SHAMDN-42 d Sim Sim Nao Sim Nao Nao Sim Nao
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Tabela 3 — Valores de p para o tecido conjuntivo.

P-valores:
ALE-14d OVXST-14d RAL-14d SHAMDN-14d ALE-42d OVXST-42d RAL-42d SHAMDN-42d

ALE-14d 1 0,158 0,046 0,046 0,622 0,617 0,123 0,282
OVXST-14d 0,158 1 0,847 0,896 0,077 0,083 0,010 0,025
RAL-14d 0,046 0,847 1 0,934 0,016 0,020 0,001 0,002
SHAMDN-14d 0,046 0,896 0,934 1 0,016 0,020 0,001 0,002
ALE-42 d 0,622 0,077 0,016 0,016 1 0,975 0,298 0,589
OVXST-42d 0,617 0,083 0,020 0,020 0,975 1 0,334 0,630
RAL-42d 0,123 0,010 0,001 0,001 0,298 0,334 1 0,574
SHAMDN-42d 0,282 0,025 0,002 0,002 0,589 0,630 0,574 1

Tabela 4 - Diferengas estatisticas para valores de p para o tecido conjuntivo.

Diferencas Significativas:

ALE-14d OVXST-14d RAL-14d SHAMDN-14d ALE-42d OVXST-42d RAL-42d SHAMDN-42d

ALE-14d Nao Nao Sim Sim N3o Nao N3ao Nao
OVXSsT-14d Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim
RAL-14d Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim
SHAMDN-14 d Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim
ALE-42d Nao Nao Sim Sim Nao Nao Nao Nao
ovXsT-42d Nao Nao Sim Sim Nao Nao Nao Nao
RAL-42d Nao Sim Sim Sim Nao N3o N3o Nao

SHAMDN-42 d N3o Sim Sim Sim N3o N3o N3o N3o
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Tabela 5 — Valores de p para o tecido 6sseo.

P-valores:
ALE-14d OVXST-14d RAL-14d SHAMDN-14d ALE-42d OVXST-42d RAL-42d SHAMDN-42d

ALE-14d 1 0,274 0,244 0,598 0,323 0,507 0,012 0,028
OVXST-14d 0,274 1 0,881 0,494 0,065 0,118 0,002 0,005
RAL-14d 0,244 0,881 1 0,510 0,038 0,087 0,000 0,001
SHAMDN-14d 0,598 0,494 0,510 1 0,135 0,252 0,003 0,006
ALE-42 d 0,323 0,065 0,038 0,135 1 0,790 0,126 0,260
OVXST-42d 0,507 0,118 0,087 0,252 0,790 1 0,085 0,178
RAL-42d 0,012 0,002 0,000 0,003 0,126 0,085 1 0,608
SHAMDN-42d 0,028 0,005 0,001 0,006 0,260 0,178 0,608 1

Tabela 6 — Diferencas estatisticas para valores de p para o tecido dsseo.

Diferencas Significativas:

ALE-14d OVXST-14d RAL-14d SHAMDN-14d ALE-42d OVXST-42d RAL-42d SHAMDN-42

d
ALE-14d Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim
OVXST-14 d Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim
RAL-14d Nao Nao Nao Nao Sim Nao Sim Sim
SHAMDN-14 d Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim
ALE-42 d Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao
OVXST-42 d Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
RAL-42d Sim Sim Sim Sim Nao Nao Nao N3o

SHAMDN-42 d Sim Sim Sim Sim Nao Nao Nao Nao
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