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RESUMO

O processo de desenvolvimento do dente e do periodonto tem sido
objeto de varios estudos, os quais demonstram o importante papel da
serotonina durante sua histogénese e histodiferenciacdo. Uma atividade
serotoninérgica diminuida estd amplamente associada a depressdao em
humanos e, durante a gestagédo, as mulheres séo consideradas grupo de risco
para o desenvolvimento desta patologia. Devido a sua seguranca relativa, os
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) sdo as drogas de
escolha no tratamento, destacando-se, a fluoxetina. O presente estudo objetiva
observar aspectos morfolégicos e histométricos do desenvolvimento do 0sso
alveolar do primeiro molar de ratos albinos cujas mées foram tratadas com
fluotexina durante a gestacédo. Foram utilizadas 9 ratas prenhes: 3 para cada
subgrupo, que recebiam via subcutanea: solucéo salina 0,9% (G1), fluoxetina
10mg/Kg (G2) ou 20mg/Kg (G3). 18 filhotes (6 por grupo) com 20 dias foram
incluidos, tendo sido anestesiados com xilazina 20mg/kg de peso e quetamina
50mg/kg via intraperitoneal e submetidos a perfusdo por via intra-cardiaca com
formaldeido 10%. Apds, foram guilhotinados e o maxilar foi descalcificado com
acido nitrico 5% por 12h, seguindo-se o processamento para analise em
microscopia Optica. Com analise dos espécimes, observou-se que a quantidade
e a qualidade de osso alveolar respondem a administracdo de fluoxetina,
variando do desenvolvimento normal a completa indiferenciacao,
demonstrando a influéncia ser dose-dependente. Como conclusao tem-se que
animais com maes tratadas com fluoxetina durante a gestacdo tém o
desenvolvimento do osso alveolar retardado, acentuando-se este efeito com o

aumento da dose aplicada.

Palavras-chave: serotonina; desenvolvimento; o0sso alveolar; gravidez,

fluoxetina
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ABSTRACT

The development process of teeth and periodontium is a common
objective of several studies, which show the important role of serotonin during
their histogenesis and histodifferentiation. A decreased serotonin activity is
widely associated to human depression and pregnant women are a risk group
to this pathology. Selective Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRIs) are the main
drugs in the depression treatment, especially fluoxetine. This study aims to
evidence morphological and histometric aspects of alveolar bone development
of upper first molar of albino rats whose mothers were treated with fluoxetine
during pregnancy. 9 pregnant females rats were divided in 3 groups: control
group (G1) (n=3), receiving 0,9% of saline solution, experimental group,
receiving fluoxetine 10mg/kg of animal weight (G2) (h=3) and experimental
group, receiving fluoxetine 20mg/kg of animal weight (G3) (n=3). 18 animals
(age: 20 days) were included and anesthetized with xylazine 20mg/kg of animal
weigth and ketamine 50mg/kg of animal weight intraperitoneally and, after, were
perfused with intracardiac passage with 10% of formaldehyde. The animals
were decapitated and the upper jaw was decalcified with 5% of nitric acid for 12
hours, following the histologic processing. Specimens analysis reveals that the
guantity and quality of alveolar bone are influenced by fluoxetine, being a dose
dependent variable. In conclusion, animals whose mothers were treated with
fluoxetine during pregnancy have the alveolar bone development retarded,

being increased with the adminstered dose.

Keywords: serotonin; development; alveolar bone; pregnancy; fluoxetine
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INTRODUCAO

Uma atividade serotoninérgica diminuida parece participar da
fisiopatologia da depressdo em humanos e em modelos experimentais " "2°.
As drogas Inibidoras seletivas de recaptacdo da serotonina (ISRSs) sao
utilizadas como antidepressivos que apresentam mecanismos comuns de acao,
porém diferem em sua estrutura quimica, metabolismo e farmacocinética. Sua

acdo permite o aumento da disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica *2.

Aproveitando-se dessa capacidade, os ISRSs, podem também ser utilizados
como ferramenta em estudos que buscam esclarecer o papel da serotonina no
desenvolvimento de diferentes tecidos. Foi comprovado que o tratamento
cronico com citalopram, também um ISRSs, durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso, provoca, de forma duradoura, reducdes
do padrdo de crescimento do encéfalo, cranio e eixo longitudinal de ratos

neonatos .

A fluoxetina é talvez o ISRS mais utilizado no mundo inteiro. Sabe-se que a
mesma ultrapassa a barreira placentaria sendo encontrada em concentracdes
proximas de 60% da concentragdo no sangue materno. Apesar de ser
considerada uma droga segura, por causar poucos ou quase nenhum efeito
colateral, a fluoxetina é capaz de aumentar a chance de partos prematuros e
de causar baixo peso ao nascer, além de dificuldades respiratorias,
especialmente se a droga for administrada no ultimo trimestre da gestacéao.
Quando a administracdo ocorre em outros periodos da gestacdo, aparecem 0s
chamados defeitos congénitos menores, que se desenvolvem prioritariamente

na cavidade bucal, através da incidéncia de anodontia e hipodontia %2°.

A serotonina atua facilitando diversos aspectos do desenvolvimento dentario
e craniofacial, no entanto, sua atividade nesta regido esta intimamente ligada a
sua funcdo no desenvolvimento das diversas estruturas que compdem o
organismo humano. A partir de diversas investigacdes que revelaram a
presenca de receptores de serotonina no complexo cranio-facial desenvolveu-
se 0 modelo hoje aceito de que a serotonina desempenha um importante papel

na morfogénese craniofacial, existindo células intervenientes, as quais
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executam a fungdo de manter o nivel de serotonina numa concentragdo

especifica, reforcando o papel critico da mesma %°.

A serotonina também parece estar envolvida nas relagfes ectoderma oral —
ectomesénquima (derivado da crista neural), uma vez que qualquer
perturbacdo neste processo leva desde defeitos menores a anomalias mais
graves no complexo cranio-facial. Isto é particularmente importante quando se
observa que a serotonina atua regulando a migracdo das células da crista

neural, crescimento de células mensequimais e sua diferenciagéo®*°?%

Especificamente no desenvolvimento dentario, a serotonina também parece
atuar de forma relevante. Varios estudos indicam a presenca de receptores
serotoninérgicos nos varios estagios da odontogénese, podendo atuar tanto

como indutor da morfogénese dentaria, como diretamente nela %.

Durante o desenvolvimento, especificamente na fase de campanula, o
germe dentério apresenta todos os primordios constituidos para a formagéo do
dente e seu tecido de sustentacdo e protecdo. Caracteriza-se por apresentar as
seguintes estruturas: o orgdo do esmalte, constituido de epitélio externo,
reticulo estrelado, estrato intermediario e epitélio interno; a papila dentaria e o
foliculo dentario. O 6rgdo do esmalte, entre outras fungbes, dara origem ao
esmalte dentario; a papila dentaria originard o complexo dentina-polpa e o

foliculo dentéario, o periodonto de sustentacéo do dente **,

E justamente nesta fase que os primordios do alvéolo dentario comecam a
se delinear histologicamente, uma vez que osteoblastos do osso alveolar
desenvolvem-se diretamente de células mesenquimais presentes no foliculo
dentario. Neste estagio do desenvolvimento dentario, o foliculo dentario pode
ser subdividido em 3 membranas: uma que se encontra em continuidade com a
papila dentaria e com o epitélio externo do 6rgdo do esmalte; uma membrana
externa, conhecida como membrana perifolicular e que estd em intimo contato
com o0 0sso alveolar em desenvolvimento e uma membrana que possui células

esparsas entre as outras duas 9.

A osteogénese ocorre em momentos distintos: inicialmente, a formacao do
0sso alveolar acompanha a mineralizacao e calcificacdo do esmalte dentéario e

da dentina. Com o desenvolvimento do germe dentario e posterior inicio da
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erupcdo, a formacdo de osso alveolar sofre uma série de alteracdes
(remodelacdo) a fim de que o dente recém-formado possa se acomodar de
forma adequada dentro do alvéolo dentario. Para tanto, osteoclastogénese e
subsequente ativacdo de osteoclastos desempenha papel fundamental neste

processo 1%,

Estando envolvida a serotonina com desenvolvimento cranio-facial, a
presenca de receptores serotoninérgicos expressos em ceélulas osteoblasticas
primarias e em osteoblastos maduros é bem conhecida, sugerindo que o 0sso
em desenvolvimento teria um mecanismo de transporte e recaptacdo da

serotonina particular *.

Tendo em vista a utilizacao frequente da fluoxetina durante a gestacao, este
estudo objetiva analisar a influéncia quantitativa e qualitativa no
desenvolvimento do primeiro molar de filhotes de ratas tratadas com fluoxetina

durante a gestacéo
MATERIAIS E METODO

O protocolo realizado neste experimento foi aprovado (protocolo n°
23076. 006899/2008-51) (anexo 1) pelo Comité de Etica em Experimentagéo
Animal do Centro de Ciéncias Biologicas (CEEA-UFPE), seguindo as normas
internacionais sugeridas pelo National Institute of Guide for Care and Use of
Laboratory Animals. A pesquisa em questdo é um recorte do experimento
“Aspectos morfolégicos do desenvolvimento dos primeiros molares superiores

(Rattus norvegicus albinus) tratados com cloridrato de fluoxetina”.

Foram selecionados ratos albinos da linhagem Wistar, sendo 9 fémeas e
3 machos provenientes da colénia do biotério do Departamento de Nutricdo da
UFPE. A obtencdo de neonatos foi realizada no biotério do Departamento de
Cirurgia Experimental da UFPE, na proporcdo de 2 machos para 1 fémea. Os
animais receberam a dieta padrdo do biotério (Labina) e agua ad libitum, tendo
sido mantidos em regime de claro/escuro de 12h em 12h cada (claro de 6h as
18h e escuro de 18h as 6h), em temperatura de 23°C + 2°C. A prenhez foi
diagnosticada através de esfregaco vaginal e posterior observacdo de
espermatozoides associado ao ganho de peso corporal nos demais dias de

observacdo. Foram utilizadas 9 ratas prenhes: 3 para cada subgrupo, que
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recebiam via subcutanea: solucao salina 0,9% (G1), fluoxetina 10mg/Kg (G2)
ou 20mg/Kg (G3). Nos 3 grupos as aplicacdes foram realizadas em horéarios

estabelecidos (07h as 08h), diariamente, do 1° a 20° dia de gestacéo.

18 filhotes (6 por grupo de estudo), de ambos 0s sexos ao atingirem 20
dias foram anestesiados por xilazina a 20mg/Kg de peso e quetamina, a
50mg/Kg de peso via intraperitoneal e perfundidos pela via intracardiaca por
formaldeido na concentracdo de 10%. Posteriormente, os animais foram
decapitados por guilhotinagem e os maxilares superiores foram dissecados e
imersos em solucao fixadora semelhante a utilizada na perfuséo por 2 dias. Os
espécimes foram, em seguida, descalcificados por acido nitrico 5% (solugéo
aguosa), por um periodo de 12h. A seguir, 0 processamento histolégico
convencional foi realizado, com inclusdo dos espécimes em parafina para
obtencdo de cortes de 5-uym de espessura e posterior coloragdo com
hematoxilina e eosina (HE). Para a andlise morfoldégica e histométrica foi
utilizado microscépio (OLYMPUS BX 50) acoplado em uma microcamera,
conectado a um computador contendo uma placa de captura de imagem (ATI)
e software para histometria (Image J, versdo 1.38, Maryland, EUA). Descricéo
morfolégica foi realizada, contemplando aspectos celulares relevantes
(posicao, formato e presenca ou nao de anormalidade celular), bem como
analise do trabeculado 6sseo e da medula 6ssea, evidenciando ou nao
reabsorcdo Ossea. Para histometria, a contagem de células 6sseas principais
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, presentes na faixa de osso alveolar,
dos 3 tergos existentes na raiz do primeiro molar superior estudado (cervical,
meédio e apical) foi desempenhada. Para cada terco radicular, 10 campos

foram mensurados.

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Os resultados foram
expressos atraves da média + D.P. Para a andlise de diferenca estatistica entre
0os 3 grupos do experimento os testes de Kruskal-Wallis ou ANOVA foram
realizados. Para a analise entre 2 grupos (G1xG2; G1xG3; G2xG3), os testes
estatisticos de Mann-Whithey ou t de Student n&o pareado foram

empreendidos.
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RESULTADOS
Andlise Histolbgica

Para melhor descricdo morfoldgica, a divisdo mostrada a seguir do 0Sso
alveolar acompanhou a divisao em tercos da raiz em desenvolvimento

(cervical, médio e apical) nos 3 grupos de estudo.
Terco Cervical
Gl

Osso alveolar apresenta-se pouco espesso, com canais medulares bem
desenvolvidos. Ostedcitos com limites precisos, em lacunas bem visiveis com
ndcleos ovalados e levemente basofilos, rodeados por matriz acidofila
Osteoblastos dispostos na interface osso/ligamento periodontal, com nucleos
basofilos e alongados. Interface o0sso alveolar/ligamento periodontal
apresentando-se levemente irregular com poucas reentrancias e com fibras de

Sharpey visiveis (Figura 1A).
G2

Osso alveolar nitidamente fino, com superficie interrompida por
conjuntivo mesenquimal, exibindo, portanto, irregularidade. Osteoblastos
dispostos na superficie 0ssea, alguns ainda em diferenciagdo. Ostedcitos

pouco numerosos (Figura 2A).
G3

Osso alveolar bastante delgado, com areas de pouco desenvolvimento e
solugdo de continuidade entre ligamento periodontal e osso. Osteoblastos e
células indiferenciadas apresentam-se como um fronte limitando o tecido

conjuntivo e o ligamento periodontal, com interface irregular (Figura 3A).

Terco Médio

Gl
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Faixa de osso alveolar delgada com osteécitos bem ovalados e
preenchendo quase a totalidade das lacunas, que tém tamanhos variados.
Osteoblastos sé@o observados paralelos e adjacentes ao limite osso/ligamento

periodontal, alternando formas cubicas/achatadas (Figura 1B).
G2

Osso alveolar bastante fino que o G1 com grande solugdo de
continuidade com o ligamento periodontal. Osteoblastos com nudcleos
alongados dispostos na superficie do osso alveolar. Ostedcitos mostram-se
bem proximos entre si, contendo pouca matriz intercelular entre as lacunas
(Figura 2B).

G3

Osso alveolar muito fino, estando em alguns pontos pouco desenvolvido.
Ampla solucdo de continuidade, maior irregularidade, com grandes
interrupgdes por conjuntivo mesenquimal. Células indiferenciadas juntamente
com osteoblastos formam um blastema linear contornando a superficie do
trabeculado 0Osseo. Ostedcitos pouco numerosos e de dificil visualizacédo
(Figura 3B).

Terco Apical
Gl

Osso alveolar delgado, com interface osso/ligamento periodontal
irregular. Osteoblastos jovens com nucleos ovalados e volumosos dispostos de
maneira irregular. Ostedcitos pouco numerosos, proximos entre si, com pouca

matriz intercelular (Figura 1C).
G2

Osso alveolar pouco desenvolvido, com amplas solucdes de
continuidade entre o0sso e ligamento periodontal. Osteoblastos em

diferenciacéo, ndo seguindo o paralelismo usual (Figura 2C).

G3
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Osso alveolar ndo se desenvolveu. Apenas sao observadas células

indiferenciadas e osteoblastos jovens (Figura 3C).

Em todos os campos analisados a quantidade de osteoclastos se

revelou constante nao sofrendo acréscimo com a utilizacédo da fluoxetina.
Anadlise Histométrica

Dados obtidos revelam que em numeros absolutos, osteoblastos e
ostedcitos estiveram presentes em maior densidade no grupo controle, caindo

de forma proporcional nos grupos experimentais (G2>G3).

A andlise de osteoblastos no terco cervical indicou que ha diferenca
estatisticamente significante apenas entre G1 e G3 (p=0,001). No terco médio,
0 numero de osteoblastos do G1 em relacdo ao G2 e ao G3 é estatisticamente
significante (p=0,02 e p=0,03, respectivamente). Ja no terco apical, a diferenca
significante esteve presente entre os grupos G1 e G3, apenas (p=0,007).
(Grafico 1)

A analise de ostedcitos no terco cervical indicou que houve diferenca
significante apenas entre o G1 e G3 (p=0,005), enquanto que no terco medio
houve diferenca entre o G1 e G2 e G1 e G3 (p=0,0036 e p=0,005,
respectivamente). No terco apical, a diferenca foi significativa apenas entre G2
e G3 (p=0,005). (Grafico 2)

DISCUSSAO

Nossos achados demonstraram um desenvolvimento dentario normal
para os 3 grupos analisados, corroborando com a conclusdes encontradas por
outros experimentos *?*. No entanto, o osso alveolar parece ser sensivel a
alteracdes nos niveis de serotonina, variando de um timido desenvolvimento do
mesmo no G2 até a sua completa indiferenciacéo e auséncia no G3, ndo sendo
evidenciados pontos de reabsorcdo O0ssea, com osteoclastos mantendo um

nlmero constante nos 3 grupos.

A utilizacdo de antidepressivos durante a gestagdo tornou-se um ponto
critico no manejo da depressao %°. Dentre eles, os ISRS s&o a classe de drogas

mais utilizada, ndo havendo, até 2005 estudos consistentes que indicassem



22

associagcdo entre esta classe de medicamentos com anomalias congénitas.
Entretanto, a prevaléncia de defeitos do coracdo em neonatos parece estar
associada ao uso de paroxetina, sertralina, fluoxetina e citalopram ?°. Até a
presente data, poucos estudos longitudinais foram desenvolvidos em qualquer
espécie de maneira precoce in utero, na prole exposta a ISRSs. Assim,
investigacOes adicionais das consequéncias da exposi¢cao no Utero a fluoxetina
ou a outro IRSS, assim como dos mecanismos envolvidos, € necessaria para

uma compreenséo do impacto destes agentes no desenvolvimento fetal 8.

Dentre os ISRS, a fluoxetina € a droga mais prescrita para o tratamento
da depressao durante a gestacdo. Ainda que a fluoxetina ndo esteja envolvida
com defeitos congénito maiores, transtornos durante o parto e efeitos adversos
sobre 0s neonatos sdo bem estabelecidos®, especialmente se a droga é
administrada no ultimo trimestre da gestacdo, estando de acordo com os
resultados aqui descritos, principalmente no que se refere ao desenvolvimento

do osso alveolar.

Estudo epidemiolégico de Buznikov ° (1996) demonstrou que a utilizacdo
da fluoxetina aumenta o risco do desenvolvimento de anomalias dentérias,
como hipodontia, anodontia e dentes inclusos. Isto € verdadeiro se observada a
influéncia da mesma nos mais variados mecanismos de morfogénese e
diferenciacdo de estruturas craniofaciais, particularmente, o germe dentario,
constatada por diversos estudos em culturas de células e embrides de ratos
1518 "Em particular, células 6sseas parecem desenvolver uma dinamica Unica
de metabolismo, com expressdo de receptores para serotonina em maior
quantidade do outros tecidos do organismo 2. Isto explicaria uma sensibilidade
aumentada do o0sso, quando se referem a anomalias congénitas ditas maiores,
como exemplificam diversos experimentos *?’. Dados do nosso experimento
demonstraram que a influéncia da droga esta ligada a formacdo do 0sso
alveolar, interferindo também no padrdo de crescimento do ligamento
periodontal, causando-lhe hipertrofia, sugerindo que apos a erupcdo completa

do elemento dentario, este tenha possa ter seu suporte comprometido.

Aos 20 dias de idade, ratos estdo com o primeiro molar superior em fase

final de rizogénese (2/3 tercos da raiz dentéria formada) e em franca erupcgéo®.
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A utilizacdo da fluoxetina na presente investigacdo indica que ha retardo no
padrao de crescimento 6sseo, podendo sugerir que em idades mais avancadas

a existéncia de problemas oclusais (infra-oclusao).

Bliziotes et al. * (2001) indica que o uso de fluoxetina altera de forma
quantitativa e qualitativa 0 0sso sistémico, inibindo seu crescimento normal e 0
volume de massa 6ssea trabecular. Mortazavi et al. % (2009) demonstra que o
potencial de alteracdo de células osteoblasticas deve ser levado em
consideracdo quando da adminstracdo de fluoxetina, pois dificulta a

regeneracdo 6ssea. Warden et al. 2’

(2005) que relata que o crescimento 0sseo
em ratos submetidos a anti-depressivos inibidores da recaptagcéo seletiva da
serotonina é diminuido. Todos eles demonstraram caracteristicas semelhantes

as encontradas no presente estudo.

Em concordancia, ainda, com estes trabalhos, o presente experimento
demonstra que células Osseas, especialmente osteoblastos, sdo sensiveis a
perturbacdes do metabolismo da serotonina, entretanto, este evento depende
da dose aplicada. Experimento de Silva et al. * (2010), conclui que n&o ha
alteragdes significativas no desenvolvimento do germe dentario utilizando-se a
dose de 10mg/kg de peso animal em ratos, 0 que esta em total acordo com os
resultados no nosso estudo, mesmo que com esta dose alguns efeitos no 0sso
alveolar sejam perceptiveis. Também Bonnet et al. >(2007) relatou que com
dose de 10mg/kg de peso animal h& desorganizacdo na  arquitetura,

microarquitetura e biodinamica do 0sso sistémico estudado.

Ainda que ndo hajam relatos na literatura de que o osso alveolar sofra
alteracdo quando da administracdo de fluoxetina ou outros antidepressivos,

diversos estudos 31%1°

em 0ssos de origem sistémica devem ser levados em
consideracdo, ensejando, portanto a realizacdo de experimentos mais
elaborados que permitam a deteccao de receptores especificos ou expressos
em maior quantidade, incluindo animais de menor idade e que sofram
influéncia da droga durante a gestacao e durante a amamentacéo. Trabalhos
gue possam avaliar a possivel interferéncia da fluoxetina durante a

amamentacao também devem ser considerados, uma vez que ao se manter
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niveis constantes da droga no plasma podera acarretar anomalias ou falhas de

desenvolvimento mais severas.
CONCLUSAO

A interferéncia da fluoxetina € evidente no desenvolvimento e
remodelacdo 6ssea de osso alveolar de filhotes de ratas tratadas com a droga
em questdo, sendo a dose (20mg/kg de peso animal) um fator relevante para a
ocorréncia de perturbacdes morfoldgicas e quantitativas significativas, havendo

um retardo no desenvolvimento do osso alveolar.
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Figura 1 — Fotomicrografias de osso alveolar de primeiro molar superior de

ratos com 20dias. Grupo Controle (G1).

1A — Terco Cervical; 1B - Terco Médio; 1C — Terco Apical. LP — Ligamento
Periodontal; OB — Osteoblasto; OC — Ostedcito; EM — Espaco Medular; D -

Dentina. Coloracdo: HE
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Figura 2 — Fotomicrografias de osso alveolar de primeiro molar superior de

ratos com 20dias. Grupo Fluoxetina 10mg/kg de peso animal (G2)
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2A — Terco Cervical; 2B - Terco Médio; 2C — Terco Apical. LP — Ligamento
Peridontal; OB — Osteoblasto; OC — Ostedcito; EM — Espaco Medular; D -
Dentina. Coloracdo: HE
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Figura 3 - Fotomicrografias de osso alveolar de primeiro molar superior de
ratos com 20dias. Grupo de Fluoxetina 20mg/kg de peso animal (G3)

3A — Terco Cervical; 3B - Ter¢co Médio; 3C — Tergo Apical. LP — Ligamento
Peridontal; OB — Osteoblasto; OC — Ostedcito; EM — Espago Medular; D -

Dentina. Coloracdo: HE
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Grafico 1 — Numero de osteoblastos dos tercos cervical, médio e apical
distribuidos nos 3 grupos (G1, G2 e G3). Valores expressos em Média e Desvio
Padrdo. “*” representa diferenca estatisticamente significante (p<0,05),
utilizando os testes de ANOVA + t de Student ou Kruskal-Wallis + Mann-
Whitney.
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Grafico 2 - Numero de ostedcitos dos tercos cervical, médio e apical
distribuidos nos 3 grupos (G1, G2 e G3). Valores expressos em Média e Desvio
Padrdo. “*” representa diferenca estatisticamente significante (p<0,05),
utilizando os testes de ANOVA + t de Student.
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Tabela 1 - Numero de osteoblastos por tergco da raiz dentaria do primeiro molar

superior de filhotes de ratas tratadas com solucao salina 0,9% (G1), fluoxetina

fluoxetina 10mg/kg de peso animal (G2) ou fluoxetina 20mg/kg de peso animal

(G3).
Terco Estatisticas G1 G2 G3 Valor de p
. Cervical Média 18,90 16,70 13,00 pY=0,006*
Desvio padrdao 3,80 5,30 2,70
Coef. variacdo 20,10 31,73 20,76
Minimo 13,00 9,00 6,00
Maximo 27,00 31,00 24,00
. Médio Média 17,30 11,40 12,30 p® =0,01*
Desvio padrdo 6,10 4,00 3,40
Coef. variacdo 35,26 35,08 27,64
Minimo 8,00 10,00 8,00
Maximo 29,00 30,00 21,00
. Apical Média 13,70 13,80 19,00 p®=0,005*
Desvio padrdao 3,90 3,40 4,00
Coef. variacdo 22,54 24,63 21,05
Minimo 9,00 10,00 5,00
Maximo 24,00 28,00 28,00

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(2): Atraves do teste de Kruskal-Wallis

(2): Atraves do teste ANOVA para comparacgao entre o

na comparagao entre os tergos.

s tergos.
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Tabela 2 - Numero de ostedcitos por terco da raiz dentaria do primeiro molar
superior de filhotes de ratas tratadas com solucao salina 0,9% (G1), fluoxetina

10mg/kg de peso animal (G2) ou fluoxetina 20mg/kg de peso animal (G3).

Terco Estatisticas Gl G2 G3 Valor de p
. Cervical Média 22,20 21,10 14,70 pY=0,007*
Desvio padrao 4,40 4,90 6,10
Coef. variagcdo 19,81 23,22 41,49
Minimo 14,00 13,00 6,00
Maximo 35,00 40,00 28,00
. Médio Média 23,30 17,40 13,30 pY =0,0003*
Desvio padrao 4,30 3,40 6,00
Coef. variacdo 18,45 19,54 45,11
Minimo 12,00 9,00 7,00
Maximo 46,00 26,00 26,00
. Apical Média 16,00 14,40 19,00 p) = 0,09
Desvio padrao 6,10 3,10 3,80
Coef. variagcdo 38,12 21,52 20,00
Minimo 8,00 10,00 8,00
Maximo 31,00 34,00 28,00

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(2): Atraves do teste ANOVA na comparagao entre 0s tergos.
(2): Através do teste ANOVA para comparacao entre o s tercos.
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Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica em Experimenta¢do Animal do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Universidade Federal de Pernambuaco
Centre de Ciéncias Blobigicas

Bv. Prof. Melson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: [5% B81) Z126 B840 | Z126 6351
fax: (55 81) 2126 8350

www. cch.ufpe.br

Recife, 09 de dezembro de 2009

Oficio n® 241/09

Da Comissao de Etica emn Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para; Profa. 1 friane Baratella Evénclo
Deparismento de Histologia— CCB

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n® 23076, 006898/2008 - &1

Os membros da Comiss&o de Etica em Experimentag@o Animal do Centro de Ciéncias
Biolbgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Aspectos morfolégicos do desenvolvimento de primeiros molares
superiores de ratos (Raitus norvegicus albinus) tratados com cloridrato de fluoxetina“.

' Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégic Brasileiro para
Experimentacio Animal @ com as normas intemacionais estabelecidas pelo National Institute of

. Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o0 adotadas como critérios de

avaliagio e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as nommas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Dacreto 3,179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questiio do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel aos protocolos experimentais
realizados.

| Niirero- de animais previsto no protocolo: 09 fémeas prenhas, para

Observacio;
Origem dos animais: Biotério do Departamento Nutrig&o,
Animais: Ratos Wistar; machos;

obtenciio de 54 filhates, com 90 - 126 dias de vida.
Obs.: Solicitado e aprovado 09 (nove) fémeas em modificagio ao
oficio n" 49/2008; para obtencdio de 54 fithotes.

NFFE

CCOB: Integrar para desenvolwver



Anexo 2 — Normas da Revista Journal of Applied Oral Science
Forma e preparacao de manuscritos

1 APRESENTA(;Z\O DO MANUSCRITO
1.1 Estrutura do manuscrito

- Pagina de rosto (devera ser submetida como arquivo
suplementar pelo sistema de submissao online da revista)
que devera conter apenas:

- O titulo do manuscrito em inglés.

- Os nomes dos autores na ordem direta seguido da sua
principal titulagao e filiagdo institucional em inglés.
Correspondéncias entre as titulagdes brasileiras e
internacionais pode ser obtida em nossa home page:
www.fob.usp.br/jaos.

- Endereco completo do autor correspondente, a quem
todas as correspondéncias devem ser enderecgadas,
incluindo telefone e fax bem como endereco de e-mail.

1.2 Texto

- Titulo e subtitulo, se necessario, do trabalho em inglés
- Resumo: devera incluir o maximo de 300 palavras,
ressaltando-se no texto uma pequena introducgao,
objetivo, material e métodos, resultados e conclusGes.

- Palavras-chave: (correspondem as palavras ou
expressoes que identificam o conteldo do artigo). Para
determinagdo das palavras-chave, os autores deverao
consultar a lista de assuntos do "Index Medicus" e os
Descritores em Ciéncias da Saude - DeCS (consulta
eletrénica pelo enderecgo: http://decs.bvs.br/). Deve-se
usar ponto final para separar as palavras-chave, que
devem ter a primeira letra da primeira palavra em letra
mailscula. Ex: Dental implants. Fixed prosthesis.
Photoelasticity. Passive fit.

- Introducdo: resumo do raciocinio e a proposta do
estudo, citando somente referéncias pertinentes.
Estabelecer a hipotese do trabalho.

- Material e Métodos: o material e os métodos sao
apresentados com detalhes suficientes para permitir a
confirmagao das observagdes. Incluir cidade, estado e
pais de todos os fabricantes depois da primeira mencao
dos produtos, reagentes ou equipamentos. Métodos
publicados devem ser referenciados e discutidos
brevemente, exceto se modificagdes tenham sido feitas.



Indicar os métodos estatisticos utilizados, se aplicavel.
Consultar o item 3 para principios éticos e registro de
ensaios clinicos.

- Resultados: apresenta os resultados em uma seqliéncia
I6égica no texto, tabelas e ilustragGes. Ndo repetir no texto
todos os dados das tabelas e ilustracdes, enfatizando
somente as observagdes importantes. Utilizar o minimo
de tabelas e ilustragdes possivel.

- Discussdo: enfatizar os aspectos novos e importantes do
estudo e as conclusdes resultantes. Ndo repetir em
detalhes dados ou informacgdes citadas na introducdo ou
resultados. Relatar observacdes de outros estudos
relevantes e apontar as implicagdes de seus achados e
suas limitacdes.

- Conclusao(0es): (quando houver).

- Agradecimentos: (quando houver) - agradega pessoas
que tenham contribuido de maneira significativa para o
estudo. Especifique auxilios financeiros citando o nome da
organizacdo de apoio de fomento e o nimero do
processo.

- Referéncias (ver item 2.3)
2 NORMALIZAGAO TECNICA

O manuscrito deve ser digitado com: espacejamento de
1,5, fonte ARIAL, tamanho 11, 3cm de margem de cada
um dos lados, papel A4, perfazendo um total de, no
maximo, 15 paginas, incluindo ilustracdes (graficos,
fotografias, tabelas, etc). Os autores devem manter uma
copia do manuscrito para eventuais solicitagées.

2.1 Ilustragdes e Tabelas

2.1.1 As ilustracoes (fotografias, graficos, desenhos,
quadros etc.), serdo consideradas no texto como figuras,
sendo limitadas ao minimo indispensaveis e devem ser
adicionadas em arquivos separados, numeradas
consecutivamente em algarismos arabicos segundo a
ordem em que aparecem no texto.

2.1.2 As fotografias deverao ser encaminhadas em cores
originais, digitalizadas em formato .tif, .gif ou .jpg, com
no minimo de 300dpi de resolucao e 10cm de
largura. Essas fotos deverdo estar em arquivos
separados e nao inseridas no texto do Word.

2.1.3 As legendas correspondentes deverdo ser claras,
concisas e localizadas ao final do trabalho em forma de
lista separada e precedidas da numeracao
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correspondente.

2.1.4 As tabelas deverao ser logicamente organizadas,
numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. A
legenda sera colocada na parte superior das mesmas. As
tabelas deverao ser abertas nas laterais direita e
esquerda.

2.1.5 As notas de rodapé serdo indicadas por asteriscos e
restritas ao minimo indispensavel.

2.2 Citacao de autores

A citagdo dos autores no texto podera ser feita de duas
maneiras:

1) Somente numérica: ... and interfere with the bacterial
system and tissue system>*71° As referéncias devem ser
citadas em ordem ascendente no paragrafo.

2) ou alfanumérica:

- Um autor: Silva®® (1986)

- Dois autores: Silva and Carvalho?®® (1987)

- Trés autores: Ferreira, Silva and Martins?’ (1997)
- mais que trés autores: Silva, et al.?® (1998)

Caracteres de pontuagdo tal como "pontos" e "virgulas"
devem ser colocados depois da citagdo numérica dos
autores. Ex: Ferreira®®.

2.3 Referéncias

As Referéncias deverdo obedecer aos requisitos "Uniform
requirements for manuscripts submitted to Biomedical
Journals - Vancouver", para a submissao de manuscritos
a revistas biomédicas - disponivel no seguinte endereco
eletronico:

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform reguirements.html.

2.3.1 Toda referéncia devera ser citada no texto. Elas
devem ser ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome
do autor e numeradas em ordem crescente. A ordem de
citagcdo no texto obedecerd a esta numeragdo. As
abreviaturas dos titulos dos periddicos internacionais
citados deverao estar de acordo com o Index Medicus/
MEDLINE.

2.3.2 Nao incluir comunicacles pessoais e materiais
bibliograficos sem data de publicagdo na lista de
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referéncias.

2.3.3 Teses, dissertacdes, monografias e resumos nao
serdo aceitos como referéncias.

2.3.4 Listar os nomes dos 6 primeiros autores do
trabalho; excedendo este niumero, os 6 primeiros autores
do trabalho devem ser citados, seguidos pela expressao ",
et al.", que deve ser seguida por "ponto" e ndao escrita em
itélico. Ex: Uhl, et al.

2.3.5 Ndo ultrapassar a citagdo de 30 referéncias, exceto
para artigos de revisao de literatura a convite do Editor-
Chefe.

Exemplos de referéncias:
Livro

Melberg JR, Ripa LW, Leske GS. Fluoride in preventive
dentistry: theory and clinical applications. Chicago:
Quintessence; 1983.

Capitulo de Livro

Verbeeck RMH. Minerals in human enamel and dentin. In:
Driessens FCM, Woltgens JHM, editors. Tooth
development and caries. Boca Raton: CRC Press; 1986. p.
95-152.

Artigo de periodico

Wenzel A, Fejerskov O. Validity of diagnosis of
questionable caries lesions in occlusal surfaces of
extracted third molars. Caries Res. 1992;26:188-93.

Artigos com mais de 6 autores:

Citam-se até os 6 primeiros seguidos da expressdo " ,et
al."

Parkin DM, Clayton D, Black, RJ, Masuyer E, Friedl HP,
Ivanov E, et al. Childhood - leukaemia in Europe after
Chernobyl: 5 years follou-up. Br J Cancer. 1996;73:1006-
12.

Artigo sem autor

Seeing nature through the lens of gender. Science.
1993;260:428-9.

Volume com suplemento e/ou Numero Especial

Davisdson CL. Advances in glass-ionomer cements. J Appl
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Oral Sci. 2006;14(sp. Issue):3-9.
Fasciculo no todo
Dental Update. Guildford 1991 Jan/Feb;18(1).

A exatiddo das referéncias € de responsabilidade dos
autores.

3 F:RINCiPIOS ETICOS E REGISTROS DE ENSAIOS
CLINICOS

3.1 Procedimentos experimentais em animais e
humanos. O periddico Journal of Applied Oral Science
endossa os principios incorporados na Declaracgdo de
Helsinki e insiste que todas as pesquisas que envolvam
seres humanos publicadas nesta Revista, sejam
conduzidas em conformidade com esses principios e com
outros similares dispostos nos respectivos Comités de
Etica em Pesquisa das respectivas instituicdes de origem
dos autores. No caso de experimentos com animais, estes
devem seguir os mesmos principios de ética envolvidos.
Em experimentos que envolvam procedimentos cirlrgicos
em animais, os autores devem descrever na segao de
Material e Métodos evidéncias de que a dosagem
anestésica produziu efeito adequado e por tempo
necessario para a condugdo do ato cirdrgico. Todos os
experimentos com humanos ou animais devem vir
acompanhados de descricao, na secdao de Material e
Métodos de que o estudo foi aprovado pelos respectivos
0rgaos que gerenciam a Etica em Pesquisa nas suas
instituicdes de origem. O Editor-Chefe e o Conselho
Editorial se reservam o direito de recusar artigos que nao
demonstrem evidéncia clara de que esses principios foram
seguidos ou que, ao julgamento dos mesmos, os métodos
empregados nao foram apropriados para o uso de
humanos ou animais nos trabalhos submetidos a este
periddico.

Registros de Ensaios Clinicos — International
Standard Randomized Controlled Trial Number
(ISRCTN)

O periddico Journal of Applied Oral Science apdia as
politicas para registro de ensaios clinicos da Organizacgao
Mundial da Saude (OMS) e do Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas (ICMJE), reconhecendo a
importancia dessas iniciativas para o registro e divulgagao
internacional sobre estudos clinicos com acesso aberto.
Sendo assim, somente serdao aceitos para publicacdao os
artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um
numero de identificagdo, o ISRCTN, em um dos registros
de ensaios clinicos, validados pelos critérios estabelecidos
pela OMS e pelo ICMJE. A OMS define Ensaio Clinico como
"qualquer estudo de pesquisa que prospectivamente
designa participantes humanos ou grupos de humanos



para uma ou mais intervengoes relacionadas a salde para
avaliar os efeitos e os resultados de salde. Intervencgdes
incluem, mas ndo se restringem a drogas, células e
outros produtos bioldgicos, procedimentos cirlrgicos,
procedimentos radioldgicos, dispositivos, tratamentos
comportamentais, mudangas no processo de cuidado,
cuidado preventivo etc."

Para realizar o registro do Ensaio Clinico acesse um dos
enderegos abaixo:

Registro no Clinicaltrials.gov

URL: http://prsinfo.clinicaltrials.gov/

Registro no International Standard Randomized
Controlled Trial Number (ISRCTN)

URL: http://www.controlled-trials.com/

4 OUTRAS QUESTOES SERAO RESOLVIDAS PELO
EDITOR-CHEFE E CONSELHO EDITORIAL

Envio de manuscritos

1 SUBMISSAO DO TRABALHO

1.1 Os manuscritos deverdo ser submetidos por meio do
enderego: http://www.scielo.br/jaos

1.2 O autor correspondente devera manter uma cépia do
original em formato Word assim como as ilustragdes
(quando aplicavel).

1.3 O arquivo original contendo o manuscrito deve ser
submetido sem a identificacdo dos autores e afiliagdes. A
folha de rosto devera ser submetida como arquivo
suplementar contendo o nome dos autores, afiliacdes e
endereco para correspondéncia.

1.4 As figuras devem ser submetidas como arquivos
suplementares de acordo com as especificagdes do item 2.1
sobre forma e preparacdao dos manuscritos.

1.5 - As tabelas devem ser preparadas em formato Excel e
devem ser submetidas como arquivos suplementares.

1.6 O formulario de submissdo, assinado por TODOS os
autores, deve ser submetido como arquivo suplementar
contendo o seguinte texto:

A assinatura deste formulario de submissdo implica



na aceitacao do seguinte:

Transferéncia de Direitos: Considerando a aceitacao do
trabalho acima descrito, Eu transfiro para o Journal of
Applied Oral Science, todos os direitos, titulo e interesse
nos direitos autorais do artigo mencionado acima. Este
documento se aplica a todas as tradugdes do mesmo, assim
como a apresentacgao preliminar, sob quaisquer meios de
divulgacdo, do trabalho aceito e ainda nao publicado. Se
alguma mudanca na autoria (ordem, acréscimo ou
eliminagdo) ocorrer apds a submissao do trabalho, um
documento de concordancia de todos os autores deve ser
enviado para ser mantido nos arquivos do Editor-Chefe. O
nome de um autor(a) somente podera ser removido
mediante solicitacao do(a) mesmo(a).

Responsabilidades do autor: Eu atesto que:

O trabalho é original e ndo contém dados falsificados,
plagiados ou fraudulentos;

O conteldo do trabalho ndo se encontra atualmente em
apreciagdo, e nem sera submetido para publicagdo em outro
periddico, até que uma decisdo final de ndo aceitagdo seja
emitida por esta revista;

Eu tive uma contribuigao significativa para o trabalho e
estou familiarizado com os dados originais descritos no
mesmo;

Eu li o trabalho por completo e assumo a responsabilidade
pelo conteldo completo da versdo final que foi submetida.
Entendo que se o trabalho, ou parte dele, for considerada
deficiente ou fraudulenta, assumirei a responsabilidade
junto com os outros autores.

Descompromisso de conflito de interesse. Todas as
minhas afiliagdes corporativas ou institucionais e todas as
fontes de apoio financeiro ao trabalho estao devidamente
citadas ou mencionadas em carta anexa. Certifico que ndo
possuo nenhum interesse comercial ou associativo que
represente conflito de interesse em conexao com o trabalho
submetido.

NOME:
ASSINATURA: DATA:

1.7 Para maiores informacoes sobre o sistema de submissao
online, consultar o TUTORIAL FOR AUTHORS disponivel em:
http://www.scielo.br/jaos
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