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Resumo:

Objetivos: Avaliar a interferéncia da ovariectomia (OVX) e seu tratamento com
estrogeno (E2) ou com raloxifeno (RLX) no balango entre RANKL/OPG na cronologia
do processo de reparo alveolar em diferentes periodos (7, 14, 21 e 42 dias) através da
imunofluorescéncia por co-localiza¢do e analise histomorfométrica.

Materiais e Métodos: Os grupos estudados foram: sham, OVX, OVX+E2, OVX+RLX.
Apds obten¢do dos cortes histoldégicos corados em hematoxilina e eosina e as reacdes de
co-localizagao por imunofluorescéncia de RANKL/OPG, os resultados foram avaliados
quantitativamente.

Resultados:Aos 7 dias: menor neoformagdo de trabéculas 6sseas,0 grupo OVX+RLX
apresentou menor valor médio. O grupo OVX apresentou o maior turnover 0sseo
representado pelas co-localizagcdes de OPG e RANKL. Aos 14 dias o grupo OVX+RLX
apresentou menor formacdo dssea. O grupo sham apresentou intensa atividade celular
representada pela alta imunorreatividade 8 OPG e RANKL observada nas células. Aos
21 dias os grupos experimentais apresentaram maiores niveis de ossificacdo; ndo
apresentaram diferenca estatistica. O grupo OVX apresentou 0 menor turnover 0sseo.
Aos 42 dias houve diferenga estatistica na quantidade de formagdo dssea entre o grupo
sham comparado aos demais grupos (p<0,05) e o grupo OVX apresentou o maior
turnover 0sseo.

Conclusdo: A ovariectomia atrasou o processo de reparo alveolar e alterou o turnover
6sseo. A reposicdo do estrégeno e o tratamento com raloxifeno melhoraram as
respostas, mas ndo restabeleceram completamente os valores da histometria e da co-

localizac¢do do grupo sham.

Palavras-chaves: processo alveolar, osteoblastos, RANKL, osteoprotegerina,

ovariectomia, raloxifeno, estradio
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Abstract:

Objectives: To evaluate the influence of the ovariectomy (OVX), and its treatments with
estrogen (E2) or with raloxifene (RLX) on the RANKL/OPG balance during the periods
in the chronology of the alveolar wound healing process (7, 14, 21 end 42 pos operative
days) in female rats by means of immunocolocalization and histomorphometric
analysis.

Methods: The studied groups were: sham, OVX, OVX with E2 replacement, OVX with
(RLX) treatment. After obtaining the histological tissue pieces colored in hematoxilin
and eosin and the immunocolocalization reaction for RANKL and OPG, the results
were quantitatively evaluated.

Results: At 7 days, was observed lesser neoformed trabeculae bone, the smaller medium
value was observed to the OVX+RLX group. The OPG and RANKL
immunocolocalization showed larger bone tunover to OVX group. At 14 days there was
a larger quantity of neoformed trabeculae bone, the smaller medium value was observed
to the OVX+RLX group, the sham group presented an intense cellular activity. At 21
days the experimental groups had a greater ossification levels; no statistical significance
was observed. The OVX group had the lowest bone turnover. At 42 days there were
statistically differences on the quantity of ossification within sham group compared to
the other groups (p<0.05). The OVX group showed the largest bone turnover.
Conclusions: Ovariectomy delays the alveolar wound healing process and interferes
with the bone turnover. The E2 replacement and the RLX treatment improved the
healing but not enough to reach histomorphometric and immunocolocalization valours
of the sham group.

Keymords: alveolar process, osteoblasts, RANKL, osteoprotegerin, ovariectomy,

raloxifene, estradiol.
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Introducao

O osso ¢ um tecido mineralizado que estd em constante remodelacdo através das
interagdes entre osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos', os quais sdo influenciados por
fatores sistémicos, locais e ambientais’. Esses fatores regulam a proliferacio,
diferenciagio, fungdo e sobrevivéncia das células dsseas’. Entre os fatores sistémicos, o
estrogeno é um horménio que apresenta uma fungdo inibitéria da reabsor¢io 6ssea *°.
Estudos na literatura mostram que a queda dos niveis de estrogeno promove intensa
atividade reabsortiva no processo de reparo alveolar’®.

Baseado no efeito protetor que o estrogeno possui sobre o tecido 6sseo, o
tratamento com reposicdo hormonal tem sido usado com freqiiéncia para tratar sintomas

. 9,10
da menopausa e prevenir a osteoporose”

. Entretanto, as possiveis contra-indicagdes
clinicas e o risco dos efeitos colaterais tém aumentado o numero de pesquisas
relacionadas a terapias alternativas''. Portanto, o raloxifeno (SERM- modulador seletivo
de receptores de estrogeno) foi proposto como uma terapia alternativa promissora para o
tratamento da osteoporose pos-menopausa'>"*. O raloxifeno (RLX) é usado para tratar
ou prevenir varias condicdes hormonais dependentes, como o cancer de mama, a
osteoporose e as doencas cardiovasculares. Ele ¢ um analogo do benzotiofeno, o inico
SERM aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento e
prevencdo da osteoporose nos Estados Unidos e em varios outros paises devido seu
efeito preventivo na incidéncia de fraturas vertebrais em mulheres com osteoporose pos-
menopausa'>. O RLX também reduz a incidéncia de cancer de mama'’ e altera a
concentragdo de lipidio na corrente sanguinea que talvez seja favoravel para prevengao

de doencas cardiovasculares em individuos de alto risco; possui pouquissimo efeito no

endométrio’?.
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Em uma remodelacdo 6ssea normal, a formagao ossea pelos osteoblastos segue a
reabsor¢do 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)'’ e seu receptor RANK (expressado
em precursores de osteoclastos e osteoclastos maduros)'® sdo reguladores chaves da
remodelacdo Ossea e essenciais para o desenvolvimento e ativagdo da reabsorgdo
6ssea'’. A homeostasia ssea ¢ alcangada pelo balango dos efeitos da reabsorgdo ssea
de RANKL e seu receptor chamariz, osteoprotegerina (OPG: expressada pelos
osteoblastos e seus precursores)'®. OPG se liga 8 RANKL limitando a interagdo entre
RANKL e RANK que inibe a sinalizacdo dos eventos que modulam a diferenciacdo
osteoclastica e o desenvolvimento de linfocitos.

O balango entre RANKL e OPG ¢ regulado por citocinas e hormonios que
determinam as fung¢des osteoclasticas, a alteracdo desse balango ¢ critica nas patologias
Osseas resultando em um aumento da reabsor¢do dssea. O termo osteoprotegerina
resultou dos efeitos observados em animais os quais protegiam contra perda dssea'".

O processo de reparo alveolar ¢ um interessante modelo para estudar a dindmica
do tecido dsseo, pois representa uma situagdo na qual o organismo cria condi¢des para
producdo de tecido 6sseo com o objetivo de preenchimento total do alvéolo previamente
ocupado pelo dente. Os eventos histologicos que ocorrem no processo de reparo
alveolar foram investigados em vérias espécies animais, assim como em humanos.
Esses estudos utilizaram diferentes técnicas como fluorescéncia microscopica'®, auto-

20,21 . s s 222 P . Lo 23
", histoquimica™ e técnica histoldgica™ e mostraram que o processo de

radiografias
reparacdo alveolar ocorre de forma dindmica, e envolve varias etapas celulares,

iniciando-se pela proliferagdo fibroblastica, principalmente, a partir do ligamento

periodontal remanescente, originando um tecido conjuntivo sobre o qual ocorre a
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deposicao de calcio, levando a formacgdo de trabéculas Osseas, que preencherdo o

, 23,24
alvéolo™™

. No entanto, s6 ¢ considerado completo quando o alvéolo encontra-se
totalmente preenchido por tecido 6sseo neoformado e a crista alveolar adjacente

. , A . 23 .
remodelada, o que ocorre, em ratos, aos 28 dias pds-exoddnticos™ e aos 64 dias em

25
humanos~.

Além de sustentar o elemento dentédrio, o processo alveolar da maxila e da
mandibula permite a sustentagdo das reabilitacdes protéticas, como os implantes
osseointegraveis e as proteses parciais removiveis. J4 se sabe que o sucesso desses

tratamentos esté relacionado com a qualidade 6ssea do processo alveolar.

Apesar do processo de reparo alveolar estar bem definido, o surgimento de
técnicas, como a imunofluorescéncia pela técnica de co-localizagdo, tem possibilitado a
obtencdo de mais respostas quanto ao papel desempenhado por células, proteinas,
fatores de crescimento. Esta técnica permite a marca¢do de duas ou mais citocinas no
mesmo tecido preservando a estrutura tecidual e analise histologica.

Um importante questionamento que se faz ¢ se o balango das expressdes de
RANKL/OPG na cronologia do processo de reparo alveolar ¢ alterado quando o
individuo apresenta alteracdes sistémicas. Portanto, no presente trabalho, a
imunocolocalizacdo foi utilizada para avaliar o balango entre esses dois fatores na
dindmica do processo de reparo alveolar na tentativa de melhor entender a relagao entre
RANKL/OPG e comparar as possiveis variacdes desse balanco que ocorrem com a
ovariectomia (OVX), com a reposi¢do de estrogeno e com o tratamento com raloxifeno.

Considerando as peculiaridades do processo de reparo alveolar e a necessidade
de obter melhores entendimentos da formacgdo do tecido 6sseo até¢ o término do
processo, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a interferéncia da ovariectomia e

seu tratamento com estrogeno ou com raloxifeno no balango entre RANKL/OPG, duas
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citocinas importantes que sinalisam as diferentes situacdes na remodelacdo Ossea, e
também estudar o mecanismo pelo qual E2 e RLX exercem seus efeitos anti-
reabsortivos no tecido 6sseo, através da imunocolocalizagdo e analise histomorfométrica

durante diferentes periodos da cronologia do processo de reparo alveolar.
Material e Métodos
Animais
Foram usadas ratas adultas wistar (Rattus novergicus albinus), pesando entre 200-220g.
Principios laboratoriais de cuidado animal (NIH publication 85-23, 1985) e leis
nacionais referentes ao uso de animais em experimentos cientificos foram seguidas
neste estudo, o qual foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Estadual Paulista, Brasil (Protocolo nimero 38/05).
Ciclo estral

O ciclo estral das ratas foram monitorados e somente as ratas que atingiram 3
ciclos estrais regulares foram selecionadas para o experimento. Para confirmar o
sucesso da OVX, da administragdo do estrogeno e da administragdo do raloxifeno o

ciclo estral foi monitorado durante todo o experimento.

Esboco do experimento

18



120 ratas foram selecionadas aleatoriamente para cada um dos quatro grupos
abaixo:

e crupo sham (n=32): cirurgia sham

egcrupo OVX (n=32): OVX bilateral com céapsulas de 6leo de milho no
subcutaneo.

egrupo OVX+E2 (n=32): OVX bilateral com capsulas de estrégeno no
subcutaneo por 60 dias.

ecrupo OVX+RLX (n=32): OVX bilateral com terapia de raloxifeno (Evista;
Lilly, Sao Paulo, SP, Brasil) por gavagem diaria (1mg/kg peso corporal/dia) por 60 dias.

Grupos OVX+E2, OVX+RLX e OVX com cépsulas de o6leo de milho
comegaram o tratamento com estrogeno ou raloxifeno 8 dias apés a OVX até o dia em

que os animais foram sacrificados.

Cirurgia de ovariectomia e cirurgia sham

No inicio do experimento, as ratas receberam inje¢do intramuscular de 0,03 ml
para 100 gramas de peso corporal de Coopazine (Xilazine Coopers, Brasil, Ltda) e
0,07ml por 100 gramas de peso corporal de Vetaset (Ketamine Chloridrate — Fort
Dodge Saude Animal Ltda). Foi realizada a anti-sepsia com Polivinilpirrolidona iodada
(Riodeine Indastria Quimica e Farmacéutica Rioquimica, Brasil, Ltda) e as
ovariectomias bilaterais (OVXs) foram realizadas em 96 ratas com incisdes em ambos
os flancos, exposicao dos ovarios e remocdo cirirgica dos mesmos. As cirurgias sham
(as quais os ovarios sdo expostos no campo cirirgico e retornados intactos para a

posi¢do original) foram realizadas em 32 ratas. Apos a cirurgia os animais receberam
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dose unica de 20.000 U.I. de penicilina G benzatina (Pentabidtico®; Wyeth-Whitehall

Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil).

Reposicao de estrogeno

Implantes de 1,2 cm de comprimento de tubo de silastic foram confeccionados
(didmetro interno: 1,6mm; didmetro externo: 3,2mm; Dow Corning, Grand Rapids, MI,
USA). Os tubos de silastic foram previamente selados com 3 mm de cola de silicone em
uma ponta e preenchido com 178B-estradiol (Sigma, Sant Louis, Missouri, USA) 5 mm
de comprimento (400ug) e selado com 3mm de cola de silicone na outra extremidade.
Os implantes foram inseridos, subcutaneamente, no dorso do animal e trocado uma vez
durante o experimento. Este mesmo procedimento também foi adotado pelo grupo OVX

porém contendo apenas 6leo de milho.

Administragdo de Raloxifeno

Com as ratas imobilizadas, uma canula foi introduzida no trato gastrintestinal via

oral e a droga diluida em é4gua liberada no estomago (1mg/kg/dia). A gavagem foi

realizada diariamente até o término do experimento.

Extragdo Dental

Apds a indugdo da anestesia por infiltragdo intramuscular de Coopazine

(Xilazine Coopers, Brazil, Ltda) e Vetaset (Ketamine Chloridrate — Fort Dodge Satude

Animal Ltda, Brasil), realizou-se a anti-sepsia do campo operatério com
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polivinilpirrolidona iodada (Riodeine Industria Quimica e Farmacéutica Rio Quimica,
Ltda, Brasil) e na seqiiéncia, a exodontia do incisivo superior direito, utilizando
. . 23 . .

instrumental especialmente adaptado para este fim™. A mucosa gengival foi suturada

com fio de seda (Ethicon 4.0, Johnson and Johnson, Sao Paulo SP, Brasil) (Figura 1).

Remocgao da hemi-maxila direita

Apos os periodos experimentais de 7, 14, 21 e 42 dias pos-operatorios, os
animais foram perfundidos com formaldeido 4% (Acros Organics, New Jersey, USA),
utilizando bomba perfusora Masterflex® LS (Cole-Parmer Instrumet Company,
Vermon Hills, IL, USA). Ao término da perfusdo, a maxila direita de cada animal
contendo os alvéolos em processo de reparacdo, foi removida. As pecas obtidas
passaram pelas etapas de pds-fixagdo em formaldeido 4% (mesmo fixador utilizado na
perfusdo), descalcificagdo em EDTA (Merck, Darmstadt, Germany) e crioprotecdo em
sacarose (Merck, Darmstadt, Germany). Ao término da crioprotecdo, as pegas foram
cortadas em criostato (Micron — Zeiss, Berlin, Germany) para obtengdo de cortes
longitudinais ao longo eixo do alvéolo, com a espessura de 14pum, que foram montados

em laminas previamente gelatinizadas.

Analise histométrica

Dois cortes de cada animal foram corados em hematoxilina e eosina (HE) para
analise histométrica. O alvéolo foi didaticamente dividido em ter¢o cervical, médio e
apical para realizar a analise histologica. Os eventos foram observados no terco médio,

. . A 23,24
onde o processo de reparo alveolar ocorre de maneira mais homogénea™".
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A andlise histométrica foi feita pelo método da planimetria de pontos. Para isto,
os cortes dos alvéolos foram primeiramente fotografados com cémera digital (Leica®
DC 300F microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um microscopio 6ptico
binocular Leica DMLS com objetiva de aumento 5X e processadas pelo software IM
50-Leica Image Manager V1.20. Utilizando o programa grafico Software Adobe
Photoshop versdo 6.0, foram sobrepostas 8 grades de Merz®’ em cada ter¢o médio do
alvéolo para estimar o volume de tecido 6sseo formado. Cada grade contém 100 pontos
eqiiidistantes, portanto foram um total de 800 pontos. Esta andlise foi realizada sem o
conhecimento do examinador e realizada em dois cortes histologicos de cada animal.
Para andlise estatistica foi realizada a andlise de varidncia (ANOVA) por meio do pods

teste de Tukey (valores de p<0,05 foram considerados significantes).

Reagdes co-localizagdo por imunofluorescéncia

As laminas foram lavadas em solugdo salina tamponada com fosfato a 0,1M
(PBS) em seguida foram realizados dois bloqueios, um com glicina e outro com
albumina bovina e soro de burro (espécie hospedeira do anticorpo secundario). Os
anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em solugdo salina tamponada com
fosfato associado ao triton X100 (PBS+Tx) contendo albumina bovina e soro de burro.
Para o anticorpo primario, utilizou-se a mistura dos anticorpos anti-OPG (Rabbit anti-
OPG polyclonal — Santa Cruz, California, USA), e anti-RANKL (Goat anti-RANKL
polyclonal — Santa Cruz, California, USA) na propor¢ao de 1:100 cada, durante 16
horas em temperatura ambiente. Para os anticorpos secundarios foram utilizados anti-
coelho conjugado ao Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA,

USA) e o anti-cabra conjugado ao FITC (Jackson Immunoresearch Laboratories, West
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Grove, PA, USA) durante 2 horas em temperatura ambiente. Ao término da incubagdo
dos anticorpos secundarios, as laminas foram lavadas em PBS por 1 hora (6 x 10
minutos) e tiveram as laminulas montadas utilizando-se 6leo mineral (Nujol — Ind.
Quim. e Farm. Schering-Pough S.A., Sao Paulo, SP, Brasil).

A andlise das laminas foi realizada através de microscopia de epifluorescéncia
(Leica® DMLB, Heerbrugg, Switzerland), acoplada a uma fonte de luz externa para
excitagio dos fluorocromos (Leica® EL 6000, Heerbrugg, Switzerland), utilizando
filtros com fotomultiplicador especificos para fitc (filtro de excitagdo — band pass filter
BP 450-490; filtro de supressdo — long pass filter LP 515) e para cy3 (filtro de excitagdo
— band pass filter BP 515-560; filtro de supressdo — long pass filter LP 590)
correspondentes ao comprimento de onda excitado por cada fluorocromo.

Para a aquisi¢io das imagens utilizou-se uma camera digital (Leica® DC 300F
microsystems Itd, Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um microscopio de fluorescéncia
e conectada ao computador pelo programa Leica® DC 300F “onboard”. As imagens
foram capturadas em um aumento de 25x.

A andlise dos dados foi realizada de forma semi-quantitativa, com “‘scores”
variando de O para as laminas que ndo apresentaram nenhuma marcagdo, até 3 nas
laminas que apresentavam marcagdes intensas. Esta andlise também foi padronizada

para o ter¢o médio do alvéolo e realizada para as co-localizagdes.

Resultados

Observagdes clinicas e microscopicas
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A caracteristica clinica dos cornos uterinos e a analise do ciclo estral
confirmaram o sucesso da OVX e da reposicdo de estrégeno. Os grupos OVX e
OVX+RLX apresentaram-se em diestro, caracterizado pela predomindncia de
leucdcitos, e seus uteros atroficos. Em contraste, os animais submetidos a cirurgia sham
apresentaram as 4 fases do ciclo estral (diestro, proestro, estro, metaestro) e os animais
submetidos a cirurgia de OVX+E2 apresentaram em Proestro e Estro; esses animais

também apresentaram ttero normal.

Analise qualitativa em HE

A andlise dos eventos histolégicos mostrou que em todos os grupos
experimentais os passos do processo de reparo alveolar ocorreram conforme descrito na
literatura®>*.

Aos 7 dias pos-operatdrios, observou-se a presen¢a de codgulo sanguineo sendo
invadido por fibroblastos, células endoteliais e macrdofagos, caracterizando a formagao
do tecido de granulacdo. Observa-se também a presenca de tecido 6sseo neoformado
(osso trabecular). Ha presenga de hemosiderina em todos os alvéolos dentais.

Aos 14 dias pods-operatdrios, observou-se uma maior quantidade de osso
trabecular, grande nimero de osteoblastos, em atividade de sintese, localizados ao redor
de trabéculas Osseas neoformadas. Aos 21 dias pds-operatorios pode-se observar a
presenca de ostedcitos no interior das trabéculas 6sseas neoformadas. Aos 42 dias pos-

operatorios, observou-se trabéculas oOsseas maduras, preenchendo grande parte do

alvéolo (figura 2).

Analise histométrica
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Aos 7 dias o grupo OVX+RLX apresentou o menor valor médio e o grupo
OVX+E2, o maior valor médio. A andlise estatistica mostrou significancia entre a
quantidade de osso formado do grupo OVX+E2 e do grupo sham, comparado a
quantidade de osso formado do grupo OVX+RLX (p<0,05), também houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos OVX+E2 e OVX (p<0,05).

Aos 14 dias o menor valor médio observado foi para o grupo OVX+RLX e o
maior valor médio para o grupo sham. Foi observada diferenga estatisticamente
significativa entre o grupo sham e o grupo OVX+RLX (p<0,05) e entre o grupo
OVX+E2 e o grupo OVX+RLX (p<0,05). Aos 21 dias ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas.

Aos 42 dias, vale destacar que todos os grupos experimentais, exceto o grupo
OVX apresentaram mais de 50% do ter¢o médio do alvéolo preenchido por osso. O
grupo sham apresentou o maior valor médio apresentando diferenca estatisticamente
significativa comparado aos demais grupos. Os grupos OVX+RLX e OVX+E2
apresentaram valores de ossificagdio muito proximos. Os resultados da andlise
histométrica estdo descritos na forma de grafico (figura 3).

O gréafico mostra que o grupo de ratas sham mostrou a melhor porcentagem de
ossificacdo ao longo dos periodos avaliados e aos 42 dias, foi observado o maior indice
de formacdo dssea neste grupo. A andlise grafica também mostra que os valores de
ossificacdo ao longo dos periodos avaliados nos grupos OVX e OVX+E2 apresentam
um perfil muito parecido, embora o grupo OVX apresentou menores valores de
ossificagdo, exceto aos 21 dias.

Ainda analisando o grafico quanto ao grupo OVX+RLX, pode-se notar que a

curva representativa deste grupo apresenta um crescimento continuo e homogéneo
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quanto a quantidade de osso formado ao longo da evolu¢ao temporal durante o processo

de reparo alveolar.

Resultados semi-quantitativos da imunocolocalizagdo de RANKL/OPG

A sobreposicao dos cortes mostrou a presenca de OPG e RANKL nos grupos
estudados, onde a cor amarela ¢ representante da sobreposi¢do dos campos capturados
com os dois filtros com comprimento de onda para visualizagdo do fluorocromo fitc
(verde) e cy3 (vermelho). A dupla marcacdo de OPG e RANKL nos osteoblastos ao
redor das trabéculas 6sseas neoformadas sugere o grau de turnover 6sseo bem como de
atividade de sintese das duas proteinas pelos osteoblastos durante o processo de reparo
alveolar.

A sobreposicao das imagens foi considerada a representacdo da atividade celular
e o turnover 0sseo, com o intuito de avaliar o grau de producdo de OPG ¢ RANKL
simultaneamente pelas células.

Aos 7 dias pos operatorio o grupo OVX apresentou maior turnover 0Osseo
(representado pela co-localizagdo de OPG/RANKL) seguido do grupo sham. Enquanto
os grupos OVX+E2 e OVX+RLX apresentaram menor turnover 6sseo, porém o grupo
OVX+RLX apresentou o turnover Osseo ligeiramente maior que o grupo OVX+E2
(Figura 4).

Aos 14 dias pos operatorio o grupo sham apresentou o maior turnover 0sseo
seguido do grupo OVX+RLX. Enquanto os grupos OVX+E2 e OVX apresentaram
menor turnover Osseo, porém o grupo OVX+E2 apresentou o turnover Osseo

ligeiramente maior que o grupo OVX (Figura 5).
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Aos 21 dias pos operatorio o grupo OVX+RLX apresentou o maior turnover
6sseo comparado aos demais grupos, porém este aumento foi pequeno comparado aos
grupos OVX+E2 e sham. O grupo OVX+E2 também se apresentou ligeiramente maior
que o grupo sham. O grupo OVX apresentou o menor turnover 6sseo comparado aos
demais grupos (Figura 6).

Aos 42 dias pos operatorio o grupo OVX apresentou o maior turnover 0sseo
seguido do grupo OVX+E2 o qual se apresentou apenas ligeiramente inferior ao grupo
OVX, enquanto o grupo OVX+RLX apresentou o menor turnover 6sseo € o grupo sham
apresentou turnover 6sseo ligeiramente maior que o grupo OVX+RLX (Figura 7).

Os resultados da andlise de co-localizagdo pela atribui¢do de “scores” estdo
descritos na forma de grafico, comparando-se os grupos experimentais ao longo dos

periodos analisados da cronologia do processo de reparo alveolar (Figura 8).

Discussdo

O estudo do processo de reparo alveolar traz contribui¢cdes para o melhor
entendimento da biologia dssea, uma vez que envolve eventos em que 0 organismo visa
produzir osso com o intuito de preencher o alvéolo dental. Além disso, caracteriza-se
pela presenca de uma fonte de células mesenquimais que se diferenciam e originam as
principais células responsaveis pela evolu¢io do processo de reparo alveolar™. O
estudo realizado nesse trabalho, num organismo onde héd deficiéncia de estrégeno,
sabendo-se do efeito deste hormonio no metabolismo do tecido 6sseo, torna-se bastante
interessante, uma vez que uma das patologias que acometem a populacio com
incidéncia consideravel ¢ a osteoporose, que pode apresentar como um dos fatores

etiopatogénicos, a dificiéncia de estrogeno enddgeno.
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Utilizou-se a ovariectomia com o intuito de avaliar o efeito do estrogeno e do
raloxifeno sobre o metabolismo dsseo, pois tem se mostrado particularmente util para
investigar a perda de osso trabecular em decorréncia da deficiéncia de estrogeno, uma
vez que as perdas de osso cortical decorrentes sio minimas>. Este aspecto é bastante
importante, se considerarmos o modelo experimental utilizado em nosso estudo.

O efeito do raloxifeno sobre o tecido 6sseo, sem afetar o tecido uterino pdde ser
observado, uma vez que apds o sacrificio dos animais experimentais, foi realizada a
pesagem do utero das ratas e os valores observados no grupo OVX+RLX foi igual ao
valor observado no grupo OVX. Estudos na literatura mostram que o raloxifeno pode
evitar a perda 6ssea e reduzir o colesterol no soro, sem causar a hipertrofia uterina, em
ratas ovariectomizadas™’.

O grupo OVX apresentou 0 maior tunrover 6sseo no inicio do processo de
reparo alveolar representado pela co-localizagdo de OPG/RANKL, porém apresentou
uma brusca diminuigdo aos 14 e 21 dias (periodos de intensa atividade celular
observado no grupo sham). Esta diminuicdo observada talvez seja resultante da
apoptose osteoblastica que a ovariectomia induz tendo como conseqiiéncia a diminui¢ao
da liberacdo de OPG e RANKL por essas células. Apenas apds o periodo de 21 dias de
reparo esta atividade celular tentou se restabelecer.

Foi no periodo de 14 dias do processo de reparo alveolar que o grupo sham
apresentou a associacdo simultanea da maior neoformacdo de trabéculas dsseas com o
maior turnover Osseo comparado aos demais grupos enquanto que o grupo OVX
apresentou a mesma associagdo aos 42 dias observou-se uma similaridade do aumento
do turnover 6sseo do periodo anterior, porém uma brusca reducdo da quantidade de

trabéculas dsseas sugerindo intensa reabsor¢do dssea neste periodo. Estas observacgdes
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evidenciam o atraso do processo de reparo alveolar e o aumento do turnover 6sseo
induzido pela ovariectomia.

31-33
Duarte e colaboradores

observaram que a OVX aumenta a perda 6ssea em

periodontites induzidas por ligaduras e afeta negativamente o tecido dsseo de
~ .. 34 .. ,

sustentacao dental, Nociti e col.”™ observaram que a OVX diminui o reparo 6sseo € sua

5-40
observaram que

densidade ao redor de implantes de titinio. J4 outros pesquisadores’
o declinio de estrogeno induzido pela ovarectomia afeta o turnover 6sseo apds extragcao
dental com aumento da reabsor¢do Ossea e¢ redugdo da formagdao corroborando com
nossos resultados no qual mesmo aos 42 dias de reparo alveolar o grupo OVX
apresentou menos de 50% do terco médio do alvéolo preenchido por osso e afetou o
turnover dsseo representado pelas co-localizagdes de OPG/RANKL.

A via de administragdo do estrégeno estd de acordo com os relatos na literatura
visto que Khastgir ¢ col.*’ mostraram melhores resultados de densidade Ossea
mineralizada (BMD) utilizando implantes de estradiol no subcutaneo. Entretanto, talvez
a administracdo diaria de raloxifeno por gavagem tenha possibilitado um melhor
controle da dosagem da droga que se refletiu nos resultados observados durante o
processo de reparo alveolar das ratas tratadas com RLX quando comparado ao grupo
OVX+E2, tendo uma formacao 6ssea ¢ um turnover 6sseo de forma mais continua ¢
regular enquanto que o grupo OVX+E2 teve uma ligeira oscilagdo do turnover 6sseo e
da quantidade de formagdo d6ssea durante a cronologia do processo de reparo alveolar.
Talvez pelo meio de administragao da droga no qual as capsulas permaneciam no tecido
subcutaneo por um periodo de 30 dias e ap6s este periodo, elas eram substituidas, pois a

quantidade de estrogeno liberada ja ndo era suficiente para manter as ratas ciclando

normalmente.
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O grupo OVX+RLX apresentou ligeira melhora dos resultados comparado ao
grupo OVX+E2 visto que este grupo apresentou ligeira diminui¢do do turnover 6sseo
apresentado pelas co-localizagdes de OPG/RANKL porém ambos os grupos nio
conseguiram atingir os niveis de ossificagio do grupo sham promovendo um ligeiro
atraso no processo de reparo alveolar. Este atraso esta melhor evidenciado observando o
grafico da co-localizagdo no qual o maior turnover 6sseo no grupo OVX+RLX foi
observado entre os periodos de 14 a 21 dias e no grupo OVX+E2 nos periodos de 21 e
42 dias enquanto que no grupo sham o maior turnover 6sseo foi observado aos 14 dias
de reparo alveolar, periodo da cronologia do processo de reparo alveolar em que ocorre
a maior proliferagdo celular em ratos fisiologicamente normais corroborando com os
achados da literatura™.

As manobras de retirada e reposi¢do de estrégeno foram importantes para uma
avaliacdo completa do papel fisiologico deste hormoénio no metabolismo 0Osseo.
Entretanto, a manobra de ovariectomia provocou a retirada tanto de estrogeno quanto
progesterona, mas durante a manobra de reposi¢do, apenas o estrogeno foi administrado.
Acreditamos ser esta uma das razdes pelas quais, mesmo apds a reposicio com
estrogeno ou raloxifeno, a quantidade de osso formado nestes dois grupos ainda foi
inferior ao grupo sham.

A associag¢do da histometria com a imuno-colocalizagdo de RANKL e OPG traz
dados bastante relevantes aos nossos questionamentos. A técnica da imunocolocalizacio
marca as proteinas ja sintetizadas atuando no local simultaneamente, permitindo a
analise espacial das células no tecido. Vale destacar que nem sempre a expressdo génica
do RNAm de uma determinada proteina significa que a proteina serd sintetizada. Em
relacdo as técnicas de avaliagdes soroldgicas, elas muitas vezes ndo mostram se as

’ . ~ . 42 r
proteinas apresentam-se ativas ou ndo, pois segundo Rogers e Eastell™ ¢ possivel que
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OPG no soro esteja ligada a alguma(s) proteina(s) plasmatica(s) e com isso
apresenta(m)-se inativa(s) e também RANKL ¢ produzida por uma variedade de tipos
celulares e sua expressio ¢ regulada por varios fatores fisiologicos e patologicos™
portanto a quantidade sorologica de RANKL ndo se refere apenas ao tecido dsseo.

Teofilo e col.*” mostraram que o implante de biomateriais no interior de alvéolo
pos-exodontico de ratas osteopordticas promove uma melhora no volume de osso
trabecular neoformado, quando comparado ao volume de tecido conjuntivo e
remanescentes de coagulo sanguineo, mostrando que na atualidade, ha disponibilidade
de materiais que agem localmente podendo auxiliar a contornar situagdes desfavoraveis
ao processo de reparo alveolar promovidas por alteragdes sistémicas.

A importancia de RANKL e OPG na regulacdo da homeostasia foi demostrado
pelo fenotipo de ratos geneticamente modificados. Os ratos com auséncia do gene da
OPG desenvolveu osteoporose severa*® pelo aumento do niimero e da atividade dos
osteoclastos, enquanto que a alta expressdo de OPG resultou em osteopetrose pela
diminui¢do do numero de osteoclastos e diminuigio de suas atividades'®.

O sistema OPG/RANKL/RANK possui um papel importante na regulagdo do

47 Anormalidades neste sistema implicam na patogénese da

“turnover” §sseo
osteoporose pos-menopausa’™.  Contudo, um elevado balango entre RANKL/OPG
promove perda da massa Ossea, enquanto se este balanco for restaurado ou se a
expressdo de RANK diminuir a ativacdo dos osteoclastos a reabsor¢do 0ssea deixa de
ocorrer'’. Diferentes estratégias terapéuticas podem ser desenvolvidas com o melhor
entendimento dos diferentes mecanismos 0sseos existentes. Estudos em “vitro” e em
vivo sugerem que a expressdo de RANKL ¢ suprimida pelo 17-8 estradiol®, e os efeitos

de RANKL podem ser bloqueados pela fusdo protéica de OPG sintética’>*, fusdo

protéica de RANK soliivel'®> ou anticorpos de RANKL. O ativador RANK pode ser
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suprimido pelos peptidiomiméticos que previnem a ligagio de RANKL a RANK’® ou
pelo bloqueio da sinalizagdo pds-receptores’ . A producdo de OPG pode ser estimulada
por 17-B estradiol®®, raloxifeno™, bifosfanatos em vitro, estimulos mecanicos® e
micromoléculas seletivas estimuladoras®' em vivo.

Bord e col.?, estudando a sintese de OPG ¢ RANKL pelos megacariocitos(MKs)
concluiram que essas duas importantes citocinas sao moduladas pelo estrogeno. Eles
acharam que as marcagdes de OPG nos MKs apresentaram-se mais intensas nas células
tratadas com estrogeno comparada com as células sem tratamento, enquanto que as
marcagdes de RANKL foram ligeiramente suprimidas pelo tratamento com estrégeno.
Também, Maschen e col.” estudando o sistema RANKL/OPG em doengas
inflamatérias(IBD) e relacionando a perda 6ssea demostrou que IBD est4 associada com
alteracao do sistema RANKL/OPG que talvez contribua para a atividade de perda dssea
em [BD.

Este estudo ¢ o primeiro a demonstrar a influencia da ovariectomia e seu
tratamento com raloxifeno ou com reposi¢do de estrogeno no turnover 0sseo
representado pela co-localizacdo de RANKL/OPG durante a cronologia do processo de
reparo alveolar. Os experimentos de co-localizacdo de OPG com RANKL confirmam a
especificidade da sintese celular. Ademais, foi possivel mostrar que o estrégeno e o
raloxifeno modulam a expressio de OPG e RANKL nas células de linhagem
osteobldsticas no processo de reparo alveolar alterando o turnover ¢sseo. Esses achados
sdo pertinentes assim como o balango de OPG/RANKL ¢ importante na regulacdo da
homeostasia dssea. Os resultados deste estudo sugerem que a reposi¢ao de estrogeno e o
tratamento com raloxifeno mantém a atividade osteoblastica ao longo do processo de

reparo alveolar a qual ndo pdde ser observado com a ovariectomia.
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Este trabalho mostrou que as células envolvidas no processo de reparo alveolar
apresentaram a expressao conjunta de OPG e RANKL que foi se alterando no decorrer
de sua cronologia. Esta expressdo conjunta representa o turnover 6sseo ¢ a atividade
osteoblastica, refletindo-se na quantidade de tecido 6sseo formado durante os periodos
do processo de reparo alveolar avaliados. O grupo sham exerceu efeito inibitdrio
diretamente em RANKL-indu¢do da diferenciacdo osteoclastica. O aumento da
quantidade de trabéculas dsseas foi associado com a diminuigdo do turnover Osseo

(balango de OPG ¢ RANKL).

Conclusao

A reposi¢do do estrogeno e o tratamento com raloxifeno melhoraram as

respostas, mas ndo restabeleceram completamente os valores da histometria e da co-

localizagdo do grupo sham e a OVX atrasa o processo de reparo alveolar e altera o

turnover 0Sseo.
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Figura 1: Cronologia dos procedimentos experimentais.
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Figura 2: Cortes histolégicos corados em hematoxilina e eosina (HE) do terge médio do alvéols do
grupo sham (imagens &, B, C, D), do grupe OVX (imagens E F, G, H)), do grupe OVIHEZ
(imagens I I, K, L), do grupo OVIHELX (imagens M, I, O, P), noz periodos de 7, 14, 21 & 42 dias

pos-operatérios. E importante notar gque apesar dos  eventes descritos ocorrerem em todos os
grupos experimentais, houve um atraso no processo de reparo alveolar do grupo OVIL A reposicio
de estrégenc e o tratamento com ralomifeno nfo foram suficientes para atingir o eventos
histalégices observades no grupo sham.
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Figura 3: Grafico da quantidade de éssec formado dos 4 grupos experimentais (Sham, OVE, OVH+E2, OVIHELY), nos periodos de 7, 14,
2142 dias pds-operatérios. fos 7 dias observa-se diferenca estatistica entre os grupos OVIHEZ ¢ OVIHRLY, sham e OVI+ELI,
OVIHEZ e OVX Aos 14 dias observa-se diferenga estatistica entre 05 grupos sham e OVIHRLE, OVIHE2 e OVIHRELI No periodo de
21 dias nfio existe diferenca estatistica Aos 42 dias ogrupo sham apresenta o mator valor médio e & estatisticamente significante
comparado com oz demais grupos. Dados (valores medios +350, n=18, ¥ p< 0.03)
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Figura4: Co-localizagio de OPG e BANEL sobreposta no tergo médio do processe de reparc
alveolar dos 4 grupos experimentais (Sham, OV, OVIHEZ, OVIAELID acs 7 dias pds operatdrios.
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Figura 5: Co-localizagio de OPG e BANEL sobreposta no tergo médio do processe de reparc
alveolar dos 4 grupos expernimentais (Sham, OV, OVIHEZ, OVIAHELIXD acs 14 dias pos operatérios.
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Figura é: Co-localizagio de OPG e BRANEL sobreposta no tergo médio do processe de reparo
alveolar dos 4 grupos experimentais (Sham, OV, OVIHEZ, OVIAELIX) acs 21 dias pos operatérios.
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Figura7: Co-localizagio de OPG e BANEL sobreposta no tergo médio do processe de reparo
alveolar dos 4 grupos experimentais (Sham, OV, OVIHEZ, OVIAHELIX) acs 42 dias pos operatérios.
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Figura 8: Graficos da analise semi-quantitativa da co-localizagiio de OPG e FANEL pela atribuigio de “scores”™ dos 4 grupos experimentais
nos periodos analisados (7, 14, 21 e 42 dias pés-operatérios). &) grupos: shame OVI[ B) sham e OVIHEZ; C) sham e OVIHRLI
D sham, OVI[, OVIH+E2, OVH+ELX
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ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY

A Multidisciplinary Journal of Oral & Craniofacial Sciences

Guide for Authors

Submissions

Authors are requested to submit their original manuscript and figures online via
Editorial Manager [replace with EES]. Editorial Manager [replace with EES] is a web-
based submission and review system. Authors may submit manuscripts and track their
progress through the system to publication. Reviewers can download manuscripts and
submit their opinions to the editor. Editors can manage the whole
submission/review/revise/publish process.

Please register at: =+
Editors-in-Chief:

Dr G R Holland and Professor P M Speight

c/o Libby Calvert, Administrative Editor, Archives of Oral Biology, Elsevier, The
Boulevard, Langford Lane, Kidlington, Oxford OX5 1GB, UK. Tel: +44 (0)1865
843418; fax: +44 (0)1865 843992; Email:

Submission of a paper implies that it has not been published previously, that it is not
under consideration for publication elsewhere, and that if accepted it will not be
published elsewhere in the same form, in English or in any other language, without the
written consent of the publisher. Each manuscript must be accompanied by a statement
signed by the corresponding author that the manuscript in its submitted form has been
read and approved by all authors. Authors should supply details of related papers
submitted or recently published elsewhere.

If the manuscript reports experiments or observations using animals or human subjects a
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statement must be included in the letter of submission indicating that the protocol has
been examined and approved by an institutional review board.

Authors are invited to suggest upto three referees they consider suitable to review their
submission. Full postal and Email addresses should be included. The editors may or
may not, at their discretion, utilise these suggestions.

Scientific Standards

The aim of Editors and referees is to maintain a high standard of scientific
communication. Normally papers are assessed by two referees selected by the Editor,
and decisions regarding acceptance are based mainly upon the advice of the referees.
Where appropriate, the referees' views are forwarded to the authors for their
consideration. Authors may occasionally consider referees' suggestions to be ill-
conceived but if their text is misunderstood by referees it is likely to be misunderstood
by readers of the journal.

Types of Contributions

Original papers and review articles are welcomed. There will be no differentiation on
the basis of length into full or short communications. All submissions will be refereed.
Reviews may be submitted in outline prior to full submission.

Manuscript Preparation

Papers should be as concise as possible and, in view of the international character of the
journal, English usages that may present difficulties to readers whose first language is
not English should be avoided. The spellings used can be in English or American, but
must be consistent within the manuscript. Authors should express their own findings in
the past tense and use the present tense where reference is made to existing knowledge,
or where the author is stating what is known or concluded. Original papers should
follow the pattern of: Introduction, Materials and Methods, Results or Findings,
Discussion.

Authors will gain much assistance by consulting: Edward J. Huth, Scientific Style and
Format (Sixth Edition). The Council of Biology Editors Manual for Authors, Editors
and Publishers, Cambridge.

Editors reserve the right to revise the wording of papers in the interest of the
Journal's standards of clarity and conciseness.

General

Manuscripts must be word processed (preferably in Word format), double-spaced with
wide margins and a font size of 12 or 10 pt. For hardcopy submissions, good quality
printouts are required. The corresponding author should be identified (include a Fax
number and E-mail address). Full postal addresses must be given for all co-authors.
Please check the current style of the journal, particularly the reference style
(Vancouver), and avoid excessive layout styling as most formatting codes will be
removed or replaced during the processing of your article. In addition, do not use
options such as automatic word breaking, justified layout, double columns or automatic
paragraph numbering (especially for numbered references). The Editors reserve the
right to adjust style to certain standards of uniformity. Authors should retain copies of
all versions of their manuscript submitted to the journal. Authors are especially
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requested to be vigilant over the submission of the correct version of the manuscript at
the various stages of the editorial process.

Text

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Main text, Acknowledgments, Appendix, References, Vitae, Figure
Captions and then Tables. Do not import the Figures or Tables into your text. The
corresponding author should be identified with an asterisk and footnote. All other
footnotes (except for table footnotes) should be identified with superscript Arabic
numbers.

Title page

As titles frequently stand alone in indexes, bibliographic journals etc., and indexing of
papers is, to an increasing extent, becoming computerized from key words in the titles,
it is important that titles should be as concise and informative as possible. Thus the
animal species to which the observations refer should always be given and it is desirable
to indicate the type of method on which the observations are based, e.g. chemical,
bacteriological, electron-microscopic or histochemical etc. A "running title" with not
more than 40 letters and spaces must also be supplied. A keyword index must be
supplied for each paper.

Structured abstracts

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in
miniature. Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as per
the guidelines published in the Journal of the American Medical Association (JAMA
1995;273: 27- 34). In brief, the abstract should be divided into sections including the
following: (1) Objective; (2)Design -if clinical to include setting, selection of patients,
details on the intervention, outcome measures, etc.; if laboratory research to include
details on methods; (3) Results; (4) Conclusions.

Received/Accepted Dates

A received date will be added to all papers when they are received by the Accepting
Editor. An accepted date will also be added when the papers are received at the
publishing office.

Introduction

This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of a
brief review of the relevant literature. Literature directly relevant to any inferences or
argument presented in the Discussion should in general be reserved for that section. The
introduction may conclude with the reason for doing the work but should not state what
was done nor the findings.

Materials and Methods

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the procedures
exactly. Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is not
necessary to repeat all the details but sufficient information must be given for the reader
to comprehend what was done without having to consult the earlier work.

Authors are requested to make plain that the conditions of animal experiments were
humane; for instance, the mode of anaesthesia and of killing should be specified. In
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human experimentation, authors should state briefly that the subjects gave informed
consent, and preferably that the work was approved by an appropriate ethics committee
or review board.

Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing
inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in various forms such
as histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the same data
in more than one form is unacceptable.

It is usually necessary to analyze numerical results statistically. A statement of the
number, their mean value and some appropriate measure of their variability is usually
sufficient. The method of analysis followed should be indicated. A statement that the
difference between the mean values of two groups of data is statistically significant
should give the probability level set as significant by the investigator and indicate the
statistical test used. It is not sufficient to quote the use of a statistical package without
naming the tests used.

Discussion
This section presents the inferences drawn from the Results: these should be
recapitulated only sparingly, sufficient to make the argument clear.

Acknowledgments
As appropriate.
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numbered consecutively in the order in which they are first cited in the text and
listed at the end of the paper.
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Units and Symbols

In general, Archives of Oral Biology will use the recommended SI (Systeme
Internationale) units and symbols. The use of the litre, usually better written in full, in
place of SI dm’ and mI’ in place of SI cm, will continue to be accepted. For details of
the SI symbols, authors are referred to: Symbols, Signs and Abbreviations (1969) by the
Royal Society of Metric and Decimal Systems in Council of Biology Editors Style
Manual (1978) 4th edn, published by Council of Biology Editors Inc. Units of enzyme
activity must be clearly defined, preferably using SI units. Centrifugal force should be
stated in multiples of g, rather than as rev/min.

Units and abbreviations

As Archives of Oral Biology is a journal with a multidisciplinary readership,
abbreviations, except those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and
those listed below should be avoided if possible. Examples of abbreviations which
maybe used without definition:

ADP,

AMP,

ATP

DEAE-cellulose

DNA, RNA

EDTA

EMG

tris

Other abbreviations used to improve legibility should be listed as a footnote on the title
page.

Chemical symbols may be used for elements, groups and simple compounds, but
excessive use should be avoided. Abbreviations other than the above should not be used
in titles.

Bacterial nomenclature. Organisms should be referred to by their scientific names
according to the binomial system. When first mentioned the name should be spelt in full
and underlined to denote italics. Afterwards the genus should be abbreviated to its
initial letter, e.g. 'S. aureus' not 'Staph. aureus'. 1f abbreviation is likely to cause
confusion or render the intended meaning unclear the names of microbes should be spelt
in full. Only those names which were included in the Approved List of Bacterial
Names, Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 225?420 and those which have been validly
published in the Int J Syst Bacteriol since 1 January 1980 have standing in
nomenclature. If there is good reason to use a name that does not have standing in
nomenclature, the names should be enclosed in quotation marks and an appropriate
statement concerning the nomenclatural status of the name should be made in the text
(for an example see Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 5477556). When the genus alone is
used as a noun or adjective, use lower case roman not underlined, e.g.'organisms were
staphylococci' and 'streptococcal infection'. If the genus is specifically referred to
underline e.g. 'organisms of the genus Staphylococcus'. For genus in plural, use lower
case roman e.g. 'salmonellae'; plurals may be anglicized e.g.'salmonellas'. For trivial
names, use lower case roman e.g. 'meningococcus'.
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Numbers, measurements and statistics. Numbers one to nine are spelled unless they
aremeasurements (e.g.5mL). Numbers greater than nine are spelled out if they begin in a
sentence, or when clarity requires it. Numbers above and including 10 000 have a space,
not a comma. A decimal point is preceded by a number or cypher e.g. '0.5'.Decimal
points in columns should be aligned vertically. Dates are usually provided in full: 14
April 1949. Measurements may be expressed in SI or non-metric units. Use 10 ml/h
rather than -1 or per.

Abbreviations. Use capitals for: MIC, MBC, WBC, RBC, DNA, RNA, Group A, B etc.
for antigenic or other groups, PHLS, CDSC, CDC, WHO, CSF, MSU, EMU, CSU. Use
cfu, pfu, mm, m, min, h, in, ft, g, kg, mL, L, im, iv, iu, P(probability). Use sp. and spp.
(species, singular and plural). Use Gram's stain and Gram-negative bacillus. Use in-
vitro (adjective) but in vitro(adverb), post-mortem (adjective) but post mortem (adverb).
Spelling. Use British spellings: Haemophilus, haematology, paediatrics, leucocyte,
leukaemia, bacteraemia, sulphonamides, aetiology; but note neutropenia, fetal. Please
note the journal uses UK 'z' spelling (e.g., colonizes).

Drugs. These should be referred to by their approved and not proprietary names; for
guidance, see the British National Formulary.

Proprietary Names

So far as possible, proper names should be used instead of proprietary names. Where it
is desirable to indicate a particular brand of preparations, the proprietary name and
source should be given in parentheses after the proper name, e.g. Testicular
hyaluronidase (Testovase, Bovine Enterprises Ltd, 327 Farm Road, London E23).

Illustrations

In the initial online submission and review stage, authors are required to provide
electronic versions of their illustrations. When an article has been accepted, authors
must be prepared to provide all illustrations in electronic and camera-ready format,
(suitable for reproduction, which may include reduction, without retouching).

The Artwork Quality Control Tool is now available to users of the online submission
system. To help authors submit high-quality artwork early in the process, this tool
checks the submitted artwork and other file types against the artwork requirements
outlined in the Artwork Instructions to Authors on
www.elsevier.com/arkworkinstructions. The Artwork Quality Control Tool
automatically checks all artwork files when they are first uploaded. Each figure/file is
checked only once, so further along in the process only new uploaded files will be
checked.

General:Information relating to the preferred formats for Artwork and Illustrations may
be found at www.elsevier.com/authors. Photographs, charts and diagrams are all to be
referred to as "Figure(s)" and should be numbered consecutively in the order to which
they are referred. They should accompany the manuscript, but should not be included
within the text. All hard copy illustrations should be clearly marked on the back with
the figure number and the author's name. All figures are to have a caption. Captions
should be supplied on a separate sheet.

Line drawings:All lettering, graph lines and points on graphs should be sufficiently
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large and bold to permit reproduction when the diagram has been reduced to a size
suitable for inclusion in the journal. Dye-line prints or photocopies are not suitable for
reproduction. Do not use any type of shading on computer-generated illustrations.

Photographs:Original photographs must be supplied as they are to be reproduced (e.g.
black and white or colour). If necessary, a scale should be marked on the photograph.
Please note that photocopies of photographs are not acceptable.

Colour:Certain illustrations will be approved for publication in colour but only if, in the
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