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RESUMO

Estudos prévios avaliaram a presenca de serotonina no interior do epitélio e
mesénquima de germes dentdrios. Assim, objetivamos avaliar se o uso da fluoxetina
(um inibidor de recaptacao de serotonina) foi capaz de interferir na dentinogénese destes
germes. Para tal, foram utilizadas 12 ratas prenhes da linhagem Wistar, divididas em
trés grupos: grupo controle (C), grupo tratado com fluoxetina na dose de 10mg/kg de
peso animal (FL) e grupo tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso animal
(FX). Foram administrados solucdo fisiologica a 0,9% ou cloridrato de fluoxetina a
esses animais do 1° ao 21° dia de gestacdo, por via subcutanea. Posteriormente, cada
grupo foi divididos em 2 subgrupos, de acordo com a idade do desenvolvimento do
germe dentario a ser estudado (1 e 5 dias de vida). Os animais foram anestesiados, suas
mandibulas removidas e o maxilar superior com os germes dentarios direito e esquerdo
foi seccionado tangentemente a face mesial do primeiro molar. As pecas foram fixadas
em formol tamponado a 10%, processadas convencionalmente para microscopia de
rotina e incluidos em parafina histologica. Sec¢des de 4 um foram coradas com HE e
fotomicrografadas. Uma andlise morfoldgica e quantitativa dos odontoblastos, dentina e
pré-dentina revelou tendéncias a pequenas diferencas estruturais nos grupos tratados,
com maior incidéncia nos animais com 1 dia de vida, alteragdes consideradas
estatisticamente ndo significantes. Estes dados sugerem que nas doses e condicdes
estudadas e quando aplicadas durante a gestacdo, a fluoxetina ndo alterou o
desenvolvimento da dentina coronaria.

PALAVRAS-CHAVE: Fluoxetina, Serotonina, Germe Dental, Complexo Dentino-

Pulpar, Rato Wistar



ABSTRACT

Previous studies evaluated the presence of serotonin within the epithelium and
mesenchyme of tooth germs. Thus, we aimed to evaluate whether the use of fluoxetine
(a serotonin reuptake inhibitor) was able to interfere in dentinogenesis these germs. To
this end, we used 12 pregnant rats Wistar were divided into three groups: control group
(C), group treated with fluoxetine at a dose of 10mg/kg body weight (FL) and the group
treated with fluoxetine at a dose of 20 mg / kg body weight (FX). Were administered
0.9% saline or fluoxetine hydrochloride these animals from the Ist to 21th day of
gestation, subcutaneously. Thereafter, each group was divided into two subgroups
according to age of development of tooth germ to be studied (1 and 5 days of life). The
animals were anesthetized, their jaws removed and the upper jaw to the right and left
tooth germs was sectioned tangential to the mesial surface of first molar. The specimens
were fixed in 10% buffered formalin, conventionally processed for routine microscopy
and embedded in paraffin histology. 4um sections were stained with HE and
photomicrographed. A morphological and quantitative analysis of odontoblasts, dentin
and pre-dentin revealed trends toward small structural differences in the groups treated
with the highest incidence in the animals with 1 day of life changes not considered
statistically significant. These data suggest that the doses studied and conditions and
when applied during pregnancy, fluoxetine not change the development of coronary

dentin.

KEY-WORDS: Fluoxetine, Serotonin, Dental Germ, Dentin - Pulp Complex, Rat

Wistar



LISTA DE ILUSTRACOES

ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

Figura 1. Fluxograma da sele¢do dos estudos

28



LISTA DE ILUSTRACOES

MATERIAIS E METODOS

Figura 1. Fluxograma dos grupos de estudo: foram utilizadas 12 ratas
prenhes, distribuidas em trés grupos. Cada grupo foi subdividido em 2
subgrupos de acordo com a idade do desenvolvimento do germe dental a ser
analisado, totalizando 6 subgrupos.

43



LISTA DE ILUSTRACOES

ARTIGO ORIGINAL

Figura 1. Fotomicrografia de parte do germe dentario de primeiro molar
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grupamento de odontoblastos (O) na regido do equivalente da futura ctspide
dental e inicio de producdo de matriz de dentina (MD). Em 1B (subgrupo FL1) e
1C (subgrupo FX1), observa-se area de dentinogé€nese (*) na regido de terco
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ainda ndo estd ocorrendo deposi¢cdo de matriz de dentina (MD). CS, camada sub-
odontobléstica. PD, papila dentaria. OE, 6rgao do esmalte. PA, pré-ameloblastos.
V, vasos sanguineos. CE, células ectomesenquimais em diferenciacdo. EI,
epitélio interno do 6rgdo do esmalte. EE, epitélio externo do 6rgao do esmalte.
RE, reticulo estrelado. Coloragao HE.

Figura 2. Em 2A observa-se a avaliagdo do efeito da fluoxetina sobre a
espessura (em mm) da Matriz de Dentina depositada na regido de futura ctspide
dentdria e no ter¢o médio da coroa. 2B demonstra a avaliagdo do efeito da
fluoxetina sobre o comprimento (em mm) da camada de odontoblastos na regido
de futura cuspide dentaria e no terco médio da coroa. Animais com 1 dia de vida,
comparando os subgrupos C1, FLI e FXI. Foi utilizado o Teste Anova Unico
Fator, seguido pelo Teste de Tuckey, com p < 0,05.

Figura 3. Fotomicrografia de parte do germe dentdrio de primeiro molar
superior de rato com 5 dias de vida. Em 3A (subgrupo FX5), observa-se no terco
cuspidico maior espessura da camada de dentina. Em 3B (subgrupo C5) e 3C
(subgrupo FL5), notar que os odontoblastos apresentam um aspecto primastico
mais baixo na regido de terco médio. Em 3D (subgrupo FLS5) observar que na
regido de alga cervical ja apresenta dentina da pré-dentina. OE, orgdo do
esmalte. A, ameloblastos. E, esmalte. D, dentina. PD, pré-dentina. O,
odontoblastos. CS, camada sub-odontoblastica. P, papila dentaria. V, vasos
sanguineos. Coloragao HE.

Figura 4. Em 4A e 4B observa-se a avaliagdo do efeito da fluoxetina sobre a
espessura (em mm) da Pré-dentina e Dentina depositadas na regido de futura
cuspide dentéria, no ter¢o médio e no ter¢o cervical da coroa. 4C mostra a
avaliacdo do efeito da fluoxetina sobre o comprimento (em mm) da camada de
odontoblastos na regido de futura ctspide dentéria, no terco médio e no tergo
cervical da coroa animais com 5 dias de vida, comparando os subgrupos C5, FL5
e FX5. Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator, seguido pelo Teste de Tuckey,
com p <0,05.

73

74

75

76



LISTA DE TABELAS

ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

Tabela 1. Artigos incluidos na revisdo sistemadtica, por ordem cronologica, com
seus principais objetivos, alteragdes celulares e teciduais, bem como os resultados
encontrados.

Tabela 2. Agentes farmacoldgicos e técnicas utilizadas para avaliar as alteragdes
celulares e teciduais dos tecidos mineralizados.

29

30



LISTA DE TABELAS

ARTIGO ORIGINAL

Tabela 1. Avaliacdo do efeito do cloridrato de fluoxetina sobre tecidos dos germes
dentarios dos animais de 1 dia de vida, comparando os subgrupos C1 (animais do
grupo controle com 1 dia de vida), FL1 (animais do grupo tratado com fluoxetina
na dose de 10 mg/Kg de peso animal com 1 dia de vida) e FX1 (animais do grupo
tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso animal com 1 dia de vida).
Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator, seguido pelo Teste de Tuckey, com p <
0,05.

Tabela 2. Avaliacdo do efeito do cloridrato de fluoxetina sobre tecidos dos germes
dentarios dos animais de 5 dias de vida, comparando os subgrupos C5 (animais do
grupo controle com 5 dias de vida), FL5 (animais do grupo tratado com fluoxetina
na dose de 10 mg/Kg de peso animal com 5dias e vida) e FX5 (animais do grupo
tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso animal com 5 dias de vida).
Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator, seguido pelo Teste de Tuckey, com p <
0,05.

71

72



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

SNC - Sistema Nervoso Central

5-HT - Serotonina

ISRSs — Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
BBO - Biblioteca Brasileira de Odontologia

LILACS - Literatura Latino-Americana

SCIELO - Scientific Eletronic Library on Line

PUBMED/MEDLINE - Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online

TC - Tomografia Computadorizada

PCR - Reagdo de polimerase em cadeia

25

25

25

27

27

27

27

30

30



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ARTIGO ORIGINAL

SNC - Sistema Nervoso Central

5-HT - Serotonina

FDA - Food and Drug Administration

ISRSs - Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina

CBEA/CCB — UFPE - Comité de Bioética em Experimentagdo Animal do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco

HE - Hematoxilina € Eosina

ATI - Placa de captura de imagem

50

50

51

51

53

54

55



SUMARIO

1. APRESENTACAO
2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Artigo de revisao sistematica
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
3.2 Objetivos especificos
4. METODOS
4.1 Localizac¢ao do estudo
4.2 Tipo de estudo
4.3 Consideracoes éticas
4.4 Fatores de estudo
4.5 Animais
4.5.1 Grupos de estudo
4.5.2 Tratamento farmacoldégico dos animais
4.6 Microscopia de luz
4.7 Coleta de dados
4.8 Estudo morfolagico e histométrico
4.9 Analise estatistica

5. RESULTADOS

19

22

22

39

39

39

40

40

40

40

41

41

42

43

44

45

45

46

47



5.1 Artigo original
6. CONSIDERACOES FINAIS
ANEXO 1 - Parecer do Comité de Bioética em Experimentagdo Animal
ANEXO 2 — Normas da revista do artigo de revisdo sistematica
ANEXO 3 - Comprovante de submissdo do artigo de revisio sistematica
ANEXO 4 — Normas da revista do artigo original

ANEXO 5 - Comprovante de submissio do artigo original

47

70

77

78

82

83

87



19

1 APRESENTACAO

A odontogénese ¢ a conseqiiéncia de um complexo de interagdes entre dois
tecidos, o epitélio oral primitivo € o ectomesénquima, sendo dividida em diferentes
fases: fase de botdo, capuz, campanula, coroa e raiz. A unido destas fases dara origem
ao elemento dental e as suas estruturas circunvizinhas (TEN CATE, 1998).

A dentina constitui o tecido mineralizado que forma a maior parte do elemento
dental, sendo composta de 70% de cristais de hidroxiapatita, 20% de fibras coldgenas e
10% de agua. E menos mineralizada do que o esmalte ¢ mais mineralizada do que o
osso ¢ o cemento. Como o esmalte é translicido, ¢ a dentina branco-amarelada a
responsavel pela cor do dente, que varia de acordo com o grau de mineralizagado, idade,
pigmentos enddgenos e exdgenos (KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).

A dentina delimita uma cavidade que contém a polpa dental e formam uma
verdadeira unidade bioldgica conhecida como complexo dentino-pulpar por
apresentarem componentes semelhantes nos aspectos estruturais, embriondrios e
funcionais. Sua elasticidade ¢ importante para amortecer os impactos mastigatorios,
evitando, assim, fraturas no elemento dental, apresenta uma boa permeabilidade, pois
em sua estrutura encontramos os tubulos dentinarios que permitem a penetragdao
relativamente facil de agentes externos, como 0s microorganismos € suas toxinas, o que
pode desencadear alteracdes na sua forma e composicao. Pode ser dividida em: dentina
primaria, secundaria e tercidria ou reacional (KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ,
2004).

Sendo assim, qualquer perturbagdo de ordem sist€émica, mesmo que de curta

duragdo, durante as fases de desenvolvimento embrionario, podera deixar seqiielas
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permanentes nos dentes. Os tecidos do dente humano, assim como os tecidos de outros
orgdos do corpo, sdo vulnerdveis a privacao nutricional, a alguns medicamentos, a
algumas infecgdes, a alteragdes metabolicas, a anomalias hereditarias e anormalidades
neurologicas (CAVALLI, BARALDI, CUNHA, 2006).

Pelo impacto negativo sobre a gestacao e o concepto, a depressao e a ansiedade
na gravidez tendem a ser tratadas com psicofarmacos. A gravidez nao protege a mulher
desses transtornos nem de possiveis recaidas. Nao ¢ raro acontecer de um clinico se
deparar com uma paciente com historia de depressao, em uso de antidepressivo quando
recebe o exame positivo de gravidez. Os antidepressivos tém sido utilizados ha décadas,
principalmente os antidepressivos triciclicos e a fluoxetina, que ¢ uma droga inibidora
seletiva da recaptacdo da serotonina. Sabe-se que varias drogas sdo capazes de
atravessar a barreira placentdria e muitas delas possuem efeitos teratogénicos sobre o
feto, o que pode provocar alteracdes e desordens no desenvolvimento embrionario,
principalmente nos trés primeiros meses de vida intra-uterina, devido a velocidade com
que ocorrem a multiplicacdo e diferenciagcdo celular, o que da margem para que o
farmaco promova malformacdes (CAMPIGOTTO et al., 2008).

Baseado nas evidéncias de que o sistema serotoninérgico estd associado ao
desenvolvimento de diferentes tecidos, mediando interagdes epitélio-mesenquimais
importantes, justificou-se a realizacdo desta pesquisa com o propdsito de avaliar a
influéncia da fluoxetina no desenvolvimento e crescimento do complexo dentino —
pulpar.

Para isto os objetivos deste estudo foram: revisar na literatura cientifica artigos
que relatassem os possiveis efeitos da utilizagdo do cloridrato de fluoxetina sobre o

desenvolvimento de tecidos mineralizados. Além disso, avaliar a influéncia da
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fluoxetina no desenvolvimento e crescimento do complexo dentino-pulpar em primeiros
molares superiores de ratos durante a odontogénese, utilizando para isto andlises
morfologicas e histométricas dos elementos dentais.

O presente estudo foi realizado no Biotério do Nucleo de Cirurgia
Experimental, no Departamento de Histologia e Embriologia e no Laboratério de
Histotécnica do Programa de Po6s-Graduacao em Patologia da Universidade Federal de
Pernambuco.

Este trabalho foi desmembrado em dois artigos cientificos. O primeiro
intitulado: Efeitos da utiliza¢ao do cloridrato de fluoxetina sobre o desenvolvimento de
tecidos mineralizados: revisao sistematica, que foi submetido como uma revisao de
literatura ao periddico Revista de Psiquiatria Clinica. Neste artigo foi realizado um
levantamento em base de dados de publicagdes relacionadas aos efeitos entre a
fluoxetina e o desenvolvimento dos tecidos mineralizados.

O segundo manuscrito intitulado: Aspectos morfologicos da dentinogénese em
neonatos com 1 e 5 dias de vida de ratas tratadas com fluoxetina durante a gestagao foi
submetido como artigo original ao periodico Journal of Morphology. Neste artigo foram
investigadas as possiveis alteragdes morfologicas e quantitativas no complexo dentino-
pulpar de molares superiores de ratos cujas maes foram tratadas com cloridrato de

fluoxetina durante a gestagao.
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RESUMO

Objetivo: O Cloridrato de Fluoxetina ¢ o antidepressivo mais utilizado na pratica
clinica em todo o mundo, capaz de inibir de forma potente e seletiva a recaptacao de
serotonina. Uma vez que os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina sao
farmacos amplamente prescritos, faz-se relevante estudar o comportamento dessa droga
sobre os tecidos mineralizados. O objetivo desta revisdo sistematica foi verificar se
houve correlagdo entre tratamento farmacologico com a utiliza¢ao da fluoxetina sobre o
desenvolvimento desses tecidos. Metodologia: Foi realizado um levantamento
bibliografico nas bases de dados BBO, LILACS, SciELO, PUBMED/MEDLINE e ISI
WEB OF KNOWLEDGE utilizando os descritores: Fluoxetina e Osso (Fluoxetine and
Bone) e Fluoxetina e Elemento Dental (Fluoxetine and Tooth). Resultados: Foram
encontrados 64 trabalhos citados, mas apenas 24 associavam a fluoxetina com tecidos
mineralizados, destes apenas 9 artigos tinham relevancia para esta revisdao. Conclusao:
Através do presente estudo foi verificado que o cloridrato de fluoxetina pode ser capaz
de promover alteragdes no desenvolvimento dos tecidos mineralizados, por afetar as

células responsaveis pela formacao e manutencao destes 6rgaos.

PALAVRAS-CHAVE: Fluoxetina, Serotonina, Osso, Dente, Desenvolvimento
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ABSTRACT

Objective: The fluoxetine hydrochloride is the most widely prescribed antidepressant in
clinical practice worldwide. It is a drug able to inhibit in a potent and selective reuptake
of serotonin. Since the SSRIs antidepressants are the most employees, it is important to
study the behavior of this drug on mineralized tissues. The objective of this systematic
review was to determine if there was correlation between pharmacological treatments
with the use of fluoxetine on the development of these tissues. Methods: Therefore,
there was a bibliography on databases BBO, LILACS, SciELO, PUBMED / MEDLINE,
and ISI WEB OF KNOWLEDGE using the descriptors: Fluoxetine and Bond and
fluoxetine and Element Dental. Results: Were found 64 studies cited, but only 24
involved the fluoxetine with mineralized tissues, only 9 of these articles had relevance
for this review. Conclusion: Through this review it was found that fluoxetine
hydrochloride may be able to promote changes in the development of mineralized

tissues by affecting the cells responsible for formation and manutention of these organs.

KEY-WORDS: Fluoxetine, Serotonin, Bone, Tooth, Development
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INTRODUCAO

A neurotransmissao serotononérgica tem sido implicada na morfogénese de uma
variedade de tecidos do organismo e sua regulagdo tem sido objeto de interesse e
investigacdo nestes ultimos anos''’. Estudos anatémicos e in vifro demonstraram que o
crescimento e desenvolvimento dos diversos tecidos do organismo, dentre eles os
tecidos mineralizados ¢ influenciado pelo Sistema Nervoso Central (SNC) e seus
neurotransmissores' .

A serotonina (5-HT) faz parte do grupo de neurotransmissores que regulam
importantes vias do metabolismo 6sseo, por apresentar receptores nas células Osseas,
como os receptores 5-HTis, 5-HTip, 5-HTya, e 5-HT,s. Esses receptores
serotoninérgicos sao expressos em uma linhagem de células osteociticas e em
osteoblastos. A funcdo destes receptores nos osteoblastos e nos ostedcitos ¢
desconhecida, mas sabe-se que estdo associados a formagdo e remodelagcdo Ossea.
Quando existe uma interrupcdo ou alteragdo na funcdo destes receptores, ha uma
redugdo crucial no crescimento 6sseo, pois ha uma inibicdo da diferenciacdo dos
osteoblastos' ',

A 5-HT também exerce um papel estimulador sobre o desenvolvimento do
germe dental desempenhando agdes que sao capazes de induzir a formagao do 6rgao do
esmalte e da papila dentaria originando os estidgios de campanula e coroa. Esses
fendmenos constituem etapas de cito e histodiferenciacdo que ocorre durante a
odontogénese e que dara origem ao elemento dental'*%.

O aumento do consumo dos inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina

(ISRSs) em todo 0 mundo®'? tem permitido observar um importante comprometimento



26

da histofisiologia 6ssea mediante o uso desses medicamentos. Portanto, ¢ possivel que
exposicoes a niveis significativos de antidepressivos apresentem alteracdes no
desenvolvimento do sistema serotoninérgico, entretanto esta evidéncia ndo esta bem
estabelecida, sendo importante um nimero maior de estudos nesta area'' .

O objetivo desta revisdo sistematica foi verificar se houve correlagdo entre

tratamento farmacoldgico com a utilizacao da fluoxetina sobre o desenvolvimento dos

tecidos mineralizados.
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MATERIAIS E METODOS

Esse estudo realizou uma revisdo sistematica de artigos publicados em revistas
da literatura médica atual, utilizando as bases de dados: Biblioteca Brasileira de
Odontologia (BBO), Literatura Latino-Americana (LILACS), Scientific Eletronic
Library on Line (SciELO), Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(PUBMED/MEDLINE) e ISI WEB OF KNOWLEDGE, onde foram aplicados os
seguintes descritores na busca: Fluoxetina e Osso (Fluoxetine and Bone) e Fluoxetina e
Elemento Dental (Fluoxetine and Tooth). A amostra foi de conveniéncia incluindo
todos os estudos encontrados com a estratégia de busca e que preencheram os critérios
de inclusao.

Foram incluidos artigos originais, realizados em ratos da linhagem Wistar,
Sprague-Dawley e Long Evans, que utilizaram alguma técnica para avaliar a influéncia
da fluoxetina no desenvolvimento de tecidos mineralizados, como ossos longos,
mandibula e elementos dentais. Foram excluidos estudos que envolvessem outros
animais da familia de roedores (camundongos), pesquisas realizadas em humanos,
estudos duplicados, de revisdo, resumos de congressos e estudos que avaliassem
conjuntamente o efeito da fluoxetina nos 0ossos com outra alteragdo em questao.

Dos trabalhos selecionados para inclusdo, foram feitas analises da qualidade
metodologica e dos resultados obtidos. Os dados extraidos dos artigos selecionados
foram o(s) autor(es) e ano de publicacdo, o objetivo da pesquisa, as alteragdes celulares
que ocorrem nos tecidos mineralizados teciduais, as técnicas utilizadas para avaliar estas

alteracdes e os resultados dos estudos.
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RESULTADOS

Dos 64 artigos identificados nas diversas bases de dados, foram eleitos 24 para

serem analisados minuciosamente ¢ somente 10 foram incluidos (Figura 1).

BUSCA NA
BASE DE
DADOS

_
| | | |
( ) ) (" ISIWEBOF )
MEDLINE SCIELO BBO LILACS KNOWLEDGE
21 identificados 0 identificados 0 identificados 0 identificados 43 identificados
\\ J J _ J
) )
Selecionados Selecionados
10 14
- -~
) )
Excluidos Excluidos
1 4
-~ -
Incluidos
Incluidos 10
9 (9 fazem parte do

Medline)

Figura 1. Fluxograma da selecdo dos estudos

Dos artigos incluidos todos tiveram como finalidade analisar as alteragdes
celulares e teciduais que ocorrem nos tecidos mineralizados, quando da utiliza¢do dos

ISRSs (Tabela 1).
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Tabela 1. Artigos incluidos na revisdo sistematica, por ordem cronoldgica, com seus principais
objetivos, alteragoes celulares e teciduais, bem como os resultados encontrados.

Artigos

Objetivo

Alteracoes celulares
e teciduais

Resultados

Moiseiwitsch e
Lauder, 1996

Investigar os efeitos da
5-HT na formagao do
elemento dental e a
influencia da fluoxetina
neste desenvolvimento

A 5-HT esté envolvida no
desenvolvimento do germe dental
e na formacao do epitélio
mandibular

A fluoxetina pode interferir no
desenvolvimento do germe dental
nas etapas de cito ¢ histo-
diferenciacdo

Moiseiwitsch
et al., 1998

Demonstrar que a 5- HT
desempenha um papel
importante no
desenvolvimento
craniofacial

A fluoxetina estd envolvida no
desenvolvimento do germe dental.
O 6rgdo do esmalte e 0 0sso
alveolar sdo vistos, mas o
mesénquima dental pode ndo estar
presente

A fluoxetina pode interferir no
desenvolvimento do germe dental e
da mandibula, especialmente na
dentinogénese e na condrogénese

Bliziotes
et al., 2001"

Investigar a expressdo e a
fung@o dos receptores
serotoninérgicos nas células
oOsseas

A 5-HT e seus receptores estdo
envolvidos na morfogénese
craniofacial e na regulagdo da
interacdo epitélio-mesenquimal

Os receptores da 5-HT podem ser
observados nos eventos iniciais da
diferenciagdo dos odontoblastos ¢ a
utilizagdo dos ISRSs néo alterou a
estrutura e integridade dssea

Battaglino
et al., 2004

Analisar a influéncia da
fluoxetina sobre os
osteoclastos derivados da
medula o6ssea

A fluoxetina pode inibir a
diferencia¢do dos osteoclastos
derivadas de células da medula

ossea

A fluoxetina pode ser capaz de
reduzir a diferenciac¢do dos
osteoclastos, mas ndo influencia na
sua ativacdo, entretanto este agente
pode interferir na massa Ossea

Bliziotes
et al., 2006"

Demonstrar que os
receptores de 5-HT sdo
expressos em uma linhagem
de ostedcitos

Redugdo da cortical 6ssea ¢ da
massa do osso trabecular. A
fluoxetina pode ser capaz de inibir
o crescimento normal dos ossos de
rato

A 5-HT e seus respectivos
receptores desempenham papel
importante na diferenciagdo dos

osteoblastos e osteocitos e,
interferéncias nestas moléculas

reduzem a massa ossea

Gustafsson
et al., 2006

Estudar os possiveis
mecanismos pelos quais a
serotonina e a fluoxetina
podem afetar as fungdes das
células Osseas

A fluoxetina estimula a
proliferagdo das células
mesenquimais indiferenciadas e
murinas pré-osteoblatos

Tratamentos com fluoxetina podem
afetar o niimero total de osteoclastos
diferenciados, como resultado a
reabsor¢do dssea ¢ uniforme

Battaglino
et al., 2007"

Determinar os efeitos da
fluoxetina no metabolismo
osseo (fémur e vértebras)

Aumento no niimero do
trabeculado 6sseo e diminui¢ao do
espaco trabecular

Tratamentos com fluoxetina podem
aumentar a massa 0ssea, mas néo
previne a perda de osso associada

com deficiéncias hormonais

Bonnet
et al., 2007'¢

Avaliar a eficacia de
diversas drogas na micro
arquitetura e propriedades
biomecanicas dos 0ssos

Nao houve aumento significativo
no volume e na area do
trabeculado 6sseo no grupo que
utilizou a fluoxetina

A fluoxetina demonstrou apresentar
efeitos deletérios na arquitetura,
micro arquitetura e biomecanica dos
05505

Westbroek
et al., 2007"

Estudar os efeitos da
fluoxetina na arquitetura e
qualidade dos ossos dos
ratos em crescimento

O tratamento com fluoxetina néo

apresentou grandes efeitos sobre a

arquitetura 6ssea ou propriedades
mecanicas em fémur de ratos

Fatores plasmaticos néo estdo
envolvidos nas mudangas
geométricas e da qualidade Ossea

Mortazavi
et al., 2009

Avaliar o efeito da
fluoxetina em ossos de ratos

Aumento no numero do
trabeculado 6sseo

O uso da fluoxetina utilizada
durante o processo de repara¢ao
ossea demonstrou maior aumento de
formagao de osso trabecular em
ratos na dosagem de 15 mg
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Dentre os artigos analisados, trés utilizaram além da fluoxetina outros farmacos,
antidepressivos ou nao. Os outros sete artigos utilizaram apenas a fluoxetina nos seus
estudos. Dentre as técnicas utilizadas para avaliar as alteracdes celulares e teciduais, trés
artigos utilizaram imunohistoquimica, trés artigos utilizaram a Tomografia
Computadorizada (TC), trés utilizaram o método da reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) e um utilizou a histometria para mensurar as alteragdes Osseas apresentadas

(Tabela 2).

Tabela 2. Agentes farmacologicos e técnicas utilizadas para avaliar as alteragdes celulares e

teciduais dos tecidos mineralizados.

Farmaco
Artigos Utilizado Técnica utilizada
ﬁ‘:;‘;i:"ilt;;lél‘; Fluoxetina Imunohistoquimica — técninca avidina/biotina peroxidase
9
l\;lto‘ijei;"gi;fz% Fluoxetina Imunohistoquimica — técnica avidia/biotina Peroxidase
.y
Cocaina
Imipramina
Dopamina PCR — com transcri¢ao reversa — apds a obtenc¢do de uma fita de DNA, sintetizou-se a
Bliziotes Fluoxetina RNaseH- trancriptase reversa e obteve-se os transportadores e receptores da 5-HT
et al., 2001" Mazindol
Metilfenidato
Noradrenalina
GBR - 12935
e?zlttazg(:gél‘(}z Fluoxetina PCR - Isolou a sequencia de RNAm humano
3]
Imipramina
Bliziotes Desipramina Imunohistoquimica
etal., 2006" Cocaina q
Fluoxetina
Gustafsson Fluoxetina PCR — Isolou 0 RNAm humano de células ésseas diferenciadas in vitro ¢ de células
et al., 2006 mononucleares do sangue
Battaglino Fluoxetina Tomografia computadorizada — Avaliou a arquitetura 6ssea de ossos dessecados de
et al, 2007" fémur e vértebras
Desipramina
Bonnet Fluoxetina Tomografia Computadorizada - Ver.iﬁcou a densidade do osso trabecular da por¢do
et al., 2007'° Rolipram distal do fémur
Tofisopam
Westbroek Fluoxetina Tomografia computadorizada — Avaliou a arquitetura 6ssea da por¢do proximal do
et al, 2007" fémur
Mortazavi . . . i1 . , , .
18 Fluoxetina Histometria — Analise quantitativa de células dsseas tratados com fluoxetina
et al., 2009 q
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DISCUSSAO

Através deste estudo pode-se verificar uma escassez de artigos cientificos
abordando o tema em questdo. De um total de 10 artigos incluidos, apenas 2
demonstraram o uso da fluoxetina em germe dentério.

Em um estudo, diferentes concentragdoes de 5-HT foram expostas isoladamente
ou combinada com fluoxetina em meios de cultura mandibulares de ratos. Através da
técnica avidina/biotina peroxidase como marcador imunohistoquimico, foi analisado o
papel estimulador que a 5-HT apresenta sobre a odontogénese. Esse efeito pode ser
explicado pela presenca de sitios de 5-HT no 6rgao do esmalte, induzindo a formagao
da papila dentaria e originando o estagio do capuz; na papila dentdria, induzindo a
diferenciagdo do 6rgao do esmalte; nos pré-ameloblastos e pré-odontoblastos durante o
primeiro estagio de citodiferenciagdo que ocorre durante o desenvolvimento do germe
dental "

A acdo da 5-HT nos tecidos mineralizados ja havia sido questionada
anteriormente, verificou-se a presenca desse neurotransmissor no interior do
mesénquima dental. Também fazendo uso de culturas mandibulares embebidas com
diferentes concentragdes de 5-HT e utilizando a imunohistoquimica como técnica, pode-
se observar ainda a presenca da 5-HT no palato, lingua, septo nasal e processos
maxilares e mandibulares'.

Evidéncias experimentais passaram a destacar a possivel influéncia que a 5-HT
poderia acarretar no periodo da embriogénese e de histomorfogénese''’. Através da
identificacdio do RNAm dos receptores serotoninérgicos 5-HT;a, 5-HT, e 5-HT; no

epitélio dental de um germe na fase de botdo e dentro da papila dentaria no estagio de
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campanula pode-se confirmar a relevante fun¢do que a 5-HT desempenha na
odontogénese' .

Em virtude desses achados, passou-se a sugerir uma influéncia dos ISRSs sobre
os tecidos mineralizados, pois estes antidepressivos aumentam a concentragao de 5-HT
na fenda sinéptica, devido a agdo bloqueadora sobre os receptores serotoninérgicos 5-
HTia, 5-HTp, 5-HT2a, € 5-HTop '

Em 1996, foi realizada uma pesquisa onde se avaliou a acdo da fluoxetina,
através da técnica de imunohistoquimica sobre o germe dentdrio em culturas
mandibulares embebidas em diferentes concentragdes de 5-HT. Constatou-se a agao
inibidora da fluoxetina sobre o efeito estimulador da 5-HT na odontogénese'”.

Em outro estudo, evidenciou-se a habilidade que a fluoxetina apresenta em
afetar o desenvolvimento dentario em culturas mandibulares, especialmente na
dentinogénese e na condrogénese. Porém, também foi analisado outros antagonistas
especificos atuantes sobre 3 tipos de receptores serotoninérgicos: 5-HTs, 5-HT ;A e 5-
HT,. Dos antagonistas analisados, o ondanestron se mostrou eficaz durante a fase do
botdo para o receptor 5-HT3;, 0 NAN-190 durante a fase do capuz para o receptor 5-
HT;A. O antagonista miaserin ndo se mostrou eficaz para o receptor 5 “HT,*.

Com relagdo a a¢ao dos ISRSs, mais especificamente a fluoxetina sobre o tecido
0sseo, foi observado uma maior quantidade de artigos cientificos, totalizando 8. A agdo
desse antidepressivo na estrutura ¢ssea também ja foi muito pesquisada em virtude de
relatos em estudos de que tanto o 0sso como o peridsteo apresentam sua inervacao
simpatica' .

Estudos usando a técnica da reacdo de polimerase em cadeia e a

imunohistoquimica demonstraram pela primeira vez, receptores de 5-HT presentes no
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osso, sugerindo possiveis interagdes serotoninérgicas neste sistema'*'"’. Corroborando
com esse achado foi evidenciado que o uso, por periodo prolongado, de 5-HT em ratas
foi capaz de conduzir a uma maior densidade mineral 6ssea'”.

A partir dessa andlise, diversos ISRSs foram utilizados ¢ com relagdo a
fluoxetina, foi observado uma reducao da cortical 6ssea e da massa do osso trabecular
em ratos, concluindo que esse antidepressivo € capaz de inibir o crescimento normal dos
ossos. Estudos demonstraram que 0s neurotransmissores € seus receptores
serotoninérgicos 5-HT4, 5-HTp, 5-HT>4, € 5-HT,5 desempenham papel importante na
diferenciagdo dos osteoblastos e ostedcitos contribuindo para a reducdo da massa
ossea' .

Mesmo apresentando metodologia distinta, os resultados de outra pesquisa
corroboraram com os estudos citados acima, nos quais foram observados efeitos
deletérios na arquitetura, microarquitetura e biomecanica de fémures tratados com
fluoxetina'®. O método para anélise foi a TC, ¢ através desse método pode-se quantificar
a densidade 6ssea das diversas amostras presentes. Utilizando a mesma técnica (TC)",
outro estudo foi capaz de concluir que a fluoxetina inibe a diferenciacdo dos
osteoblastos derivadas de células da medula 6ssea.

Foi sugerido também que a fluoxetina poderia afetar na formacgdo e/ou
reabsorcdo dssea em uma pesquisa com ratos também fazendo uso da TC, por terem
encontrado menor espessura Ossea na metafise do fémur dos ratos do grupo
experimental. Porém esses dados ndo foram estatisticamente significativos, com isso,
ndo se pdde concluir que a fluoxetina poderia apresentar efeito significativo sobre a
arquitetura ossea de ratos e suas propriedades mecénicas'’. Outra pesquisa revelou que

o uso da fluoxetina utilizada durante o processo de reparagdo 6ssea demonstrou maior
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aumento de formagdo de osso trabecular em ratos na dose de 15 mg/Kg de peso
animal'®,

Apesar de estudos terem evidenciado pouca influéncia da fluoxetina em tecidos
calcificados, sdo necessarios mais dados clinicos que corroborem com estes achados.
Héa evidéncias que revelam que o tratamento com os ISRSs, especificamente a

fluoxetina, pode afetar a estrutura dos tecidos mineralizados, como 0s 0ssos € 0s

elementos dentais.
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CONCLUSAO

Estudos demonstraram que apesar de ser eficiente no tratamento dos distirbios
depressivos, a fluoxetina pode diminuir o crescimento ¢ o desenvolvimento dos tecidos
mineralizados, como os 0ssos ¢ os elementos dentdrios, por alterar o metabolismo

neuroenddcrino da 5-HT.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da fluoxetina no desenvolvimento e crescimento do
complexo dentino-pulpar na fase de coroa de primeiros molares superiores de ratos

cujas maes foram tratadas com cloridrato de fluoxetina durante a gestacao.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a influéncia da fluoxetina sobre a cronologia de erup¢ao
dos germes dentarios de primeiros molares superiores de ratos durante a fase de
desenvolvimento da coroa através da espessura das camadas de dentina e pré-dentina e

o comprimento da camada de odontoblastos.

3.2.2 Verificar a influéncia da fluoxetina sobre o grau de matura¢do dos
germes dentarios de primeiros molares superiores de ratos durante a fase de
desenvolvimento da coroa através da espessura das camadas de dentina e pré-dentina e

o comprimento da camada de odontoblastos.

3.2.3 Identificar a influéncia da fluoxetina sobre a presenca de agenesia
dentaria nos ratos cujas maes foram tratadas com cloridrato de fluoxetina durante a

gestacao.
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4 METODOS

4.1 Local de realizacio do estudo

O estudo foi realizado no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental, no
Departamento de Histologia e Embriologia e no Laboratério de Histotécnica do

Programa de Pos-graduag@o em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco.

4.2 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo do tipo experimental randomizado, onde foram
determinados: o objetivo do estudo, as variaveis que puderam influencid-lo (tratados e
nao tratados com o cloridrato de fluoxetina), assim como definir as formas de controle e
de observacao dos efeitos que essas variaveis puderam ou nao produzir no objetivo

desse trabalho.

4.3 Consideracoes éticas

O projeto de pesquisa foi aprovado no Comité de Bioética em Experimentagdo
Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco

(CBEA — UFPE), processo n° 23076.006899/2008 - 51 CBEA/CCB (Anexo I).
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4.4 Fatores de estudo

Interferéncia do uso de antidepressivos inibidores seletivos da recaptagdao da
Serotonina: Cloridrato de fluoxetina comparando com o grupo controle no
desenvolvimento morfologico e histométrico do complexo dentino-pulpar de molares
superiores de ratos cujas maes foram tratadas ou nao com cloridrato de fluoxetina

durante a gestacao.

4.5 Animais

Foram utilizadas 12 ratas albinas da linhagem Wistar da colonia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais
receberam a dieta padrdo do biotério (LABINA - Purina do Brasil S/A) e agua ad
libitum. Foram mantidas em sala com temperatura de 23 +/- 2° C e ciclo de claro e
escuro de 12:12 horas (claro das 06 as 18 horas ¢ escuro das 18 as 06 horas).

Para obten¢do de neonatos, foram realizados acasalamentos entre animais
adultos na propor¢do de um macho para duas fémeas. A gravidez foi diagnosticada
através da realizacdo de esfregaco vaginal e posterior observagdo da presenca de
espermatozodides associada ao acompanhamento de ganho de peso corporal.

Para a observacdo da presenga ou nao de espermatozoides as preparagdes foram
coradas por uma solu¢do de violeta de genciana (cloreto de metil-rosanilina) a 0,6%
durante 1 minuto e analisadas em microscopio comum. Uma vez detectada a presenca
de espermatozoides, a fémea foi considerada prenhe sendo este dia considerado como o

1° dia da prenhez.
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4.5.1 Grupos de estudo

Foram utilizadas 12 ratas Wistar prenhes distribuidas em trés grupos, sendo 4
para o grupo controle (Grupo C), 4 para o tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg
de peso animal (Grupo FL) e 4 para o grupo tratado com fluoxetina na dose de 20
mg/Kg de peso animal (Grupo FX). Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos de
acordo com a idade do desenvolvimento do germe dental (1 ou 5 dias de vida),
totalizando 6 subgrupos: C1, C5, FL1, FL5, FX1, FXS5.

Foram utilizadas 2 ratas prenhes para cada subgrupo sendo que de cada ninhada
utilizaram-se 3 filhotes, de ambos os sexos. Os animais de cada subgrupo foram obtidos
de maes tratadas ou ndo, a partir do primeiro dia de gestagao (Figura 1).

Os subgrupos sao:

® C1: Animais do grupo controle com 1 dia de vida.
® C5: Animais do grupo controle com 5 dias de vida.

* FL1: Animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg de peso
animal com 1 dia de vida.

* FL5: Animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg de peso
animal com 5 dias de vida.

* FX1: Animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso
animal com 1 dia de vida.

* FX5: Animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso

animal com 5 dias de vida.
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Ratas Prenhas
(n=12)

Grupo FL
(n=4)
Fluoxetina
10 mg/kg

Grupo FX
(n=4)

Fluoxetina
20 mg/kg

Solucio Fisiolégica

a0,9%

Subgrupo C1 Subgrupo C5 Subgrupo FL1 Subgrupo FL5 Subgrupo FX1 Subgrupo FX5
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1 dia de vida 5 dias de vida 1 dia de vida 5 dias de vida 1 dia de vida 5 dias de vida

Figura 1. Fluxograma dos grupos de estudo: foram utilizadas 12 ratas prenhes, distribuidas em
trés grupos. Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos de acordo com a idade do
desenvolvimento do germe dental a ser analisado, totalizando 6 subgrupos.

4.5.2 Tratamento farmacologico dos animais

Uma vez diagnosticada a prenhez, as ratas foram submetidas ao tratamento
estabelecido de acordo com o grupo de estudo a que pertencer. No grupo controle
(Grupo C) as maes receberam diariamente solucdo fisiologica a 0,9% em aplicacdes
subcutaneas na dose de 10ul/g, em horarios previamente estabelecidos (entre 07h e 08h
da manha). Nos grupos tratados, as maes receberam cloridrato de fluoxetina nas doses
de 10mg/kg de peso animal (Grupo FL) ou 20mg/kg de peso animal (Grupo FX),
injetados por via subcutanea nos mesmos horarios e periodos estabelecidos para o grupo
controle. Tanto a solugdo fisioldégica quanto o cloridrato de fluoxetina foram
administrados do 1° ao 21° dia da prenhez.

Os animais de 1 dia de idade foram crioanestesiados e os animais de 5 dias

foram anestesiados com xilazina a 20mg/Kg de peso animal (i. p.) e quetamina a
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50mg/Kg de peso animal (i. p.). Os animais foram decapitados, suas mandibulas
removidas e o maxilar superior com os germes dentédrios direito e esquerdo foram
seccionados tangentemente a face mesial do primeiro molar. Os germes dentarios foram

fixados “in toto” segundo os procedimentos para Microscopia de Luz.

4.6 Microscopia de luz

Os espécimes foram fixados em solug@o de formol tamponado a 10% durante 24
horas a temperatura ambiente. A seguir, os espécimes de 5 dias foram descalcificados
em soluc¢do aquosa de acido nitrico a 10%. Seguiu-se a técnica histoldgica convencional
na seguinte seqiiéncia: desidratacdo em uma série crescente de etanol (70% a 100%, por
40 minutos cada); diafanizacao com xilol (dois banhos de 40 minutos cada); embebicao
em parafina (3 banhos de 40 minutos cada) e inclusio no mesmo material
(MICHALANNY, 1990).

Os cortes histologicos foram obtidos com aproximadamente 4um cada, através
de um microtomo LEICA RM 2125 RT, utilizando-se navalha LEICA 818. Os cortes
foram estirados em banho-maria histolégico ANCAP, dispostos em laminas untadas
com albumina de Mayer, colocados em estufa J PROLAB 102 por, aproximadamente,
30 minutos a 37°C para secagem do material.

A seguir, foram corados pela hematoxilina-eosina (HE), montados em Entellan®,

observados e fotografados em um microscopio de luz ECLYPSE 51.
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4.7 Coleta de dados

Todas as preparagdes foram devidamente classificadas e catalogadas. No
momento da andlise as preparagdes foram apenas identificadas por um nimero. Cada
preparagao apenas foi identificada no momento da anélise dos resultados e do calculo

estatistico.

4.8 Estudo morfoldgico e histométrico

Para analise morfologica foi utilizado microscopio de luz (ECLYPSE 51). A
coroa de cada germe dentario foi dividida em trés ter¢os para facilitar a analise: tercos
cuspidico, médio e cervical. Nestas regidoes foram observadas e descritas as
caracteristicas histoldgicas das regides da dentina, pré-dentina e camada odontoblastica,
como espessura, formato e posi¢ao do nucleo.

Para andlise histométrica foi utilizado microscopio de luz (ECLYPSE 51),
acoplado em uma microcamera, conectado a um computador contendo uma placa de
captura de imagem (ATI) e o software para histometria (IMAGE J). As preparacodes
histoldégicas foram escolhidas aleatoriamente, de modo que no final desta selecao fosse
possivel fazer uma histometria seriada. Os trés ter¢os da coroa foram analisados, sendo
que, de cada tecido estudado selecionavam-se 10 campos, dos quais foram mensuradas
espessura da dentina e pré-dentina e a altura dos odontoblastos. Destes dados

obtinham-se as médias e os desvios padrdes para a analise estatistica.
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4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos apo6s a andlise laboratorial foram tabulados e em seguida
submetidos aos seguintes softwares:
- Microsoft Excel 2007 for Windows
- BioEstat versdo 5.0 for Windows

Com auxilio destes softwares foi possivel a realizagdo do calculo dos seguintes
testes estatisticos: Teste Anova Unico Fator, Analise de Variancia e o Teste de Tuckey,

com p <0,05.
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RESUMO

Objetivo: A presente pesquisa teve como objetivo verificar os aspectos histoldgicos e
histométricos do desenvolvimento do complexo dentino-pulpar de germes dentarios de
ratos cujas maes foram tratadas com cloridrato de fluoxetina durante a gestagao.
Metodologia: Foram utilizadas 12 ratas prenhes da linhagem Wistar que foram
agrupadas aleatoriamente em 3 grupos distintos: Grupo C (Controle), Grupo FL
(Fluoxetina na dose de 10mg/kg de peso animal) e Grupo FX (Fluoxetina na dose de
20mg/kg de peso animal). Do 1° ao 21° dia da prenhez foi administrado nestes animais
solucdo fisiologica a 0,9% ou cloridrato de fluoxetina, por via subcutanea, de acordo
com o grupo ao qual pertencia. Posteriormente, a prole destes animais foi subdividida
em subgrupos de acordo com a idade do desenvolvimento do germe dentdrio a ser
estudado (1 e 5 dias de vida): C1 e C5 (animais do grupo controle com 1 e 5 dias de
vida); FL1 e FLS (animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg de
peso animal com 1 e 5 dias de vida); FX1 e FX5 (animais do grupo tratado com
fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso animal com 1 e 5 dias de vida). Resultados:
ApoOs analise das amostras analisadas ndo foram evidenciadas alteragdes estruturais do
complexo dentino-pulpar dos ratos cujas maes foram tratadas com o cloridrato de
fluoxetina em ambas as doses utilizadas. Conclusdo: A fluoxetina, nas doses em estudo,
administrada durante a gestacdo nao alterou morfologicamente o desenvolvimento do

complexo dentino-pulpar coronario dos respectivos filhotes.

PALAVRAS-CHAVE: Fluoxetina, Serotonina, Germe Dentario, Complexo dentino-

pulpar
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to determine the histological and histometric development
of the pulp-dentin complex of tooth germs of rats whose mothers were treated with
fluoxetine hydrochloride during pregnancy. Methodology: A total of 12 pregnant Wistar
rats were divided randomly into three groups: Group C (Control), FL Group (Fluoxetine
at a dose of 10 mg/kg bodyweight) and Group FX (Fluoxetine at a dose of 20mg/kg
bodyweight). From the first 21 days of pregnancy was administered in these animals
saline 0,9% or fluoxetine hydrochloride, subcutaneously, according to the group to
which he belonged. Subsequently, the offspring of these animals was divided into
subgroups according to age of development of tooth germ to be studied (1 and 5 days of
life): C1 and C5 (the control group at 1 and 5 days of life); FL1 and FLS5 (in the group
treated with fluoxetine at a dose of 10 mg/kg animal bodyweight with 1 and 5 days of
life); FX5 and FX1 (the animal group treated with fluoxetine at a dose of 20 mg/kg
animal bodyweight with 1 and 5 days of life). Results: After analysis of the specimens
were not found structural changes in the pulp-dentin complex of rats whose mothers
were treated with fluoxetine hydrochloride in both doses. Conclusion: Fluoxetine in
doses under study, administered during pregnancy did not alter the morphological

coronary development of the pulp-dentin complex their offspring.

KEY-WORDS: Fluoxetine, Serotonin, Dental Germ, Dentin - Pulp Complex
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INTRODUCAO

O metabolismo dos tecidos mineralizados pode ser influenciado pelo Sistema
Nervoso Central (SNC), sendo este capaz de controlar as atividades das células destes
tecidos (Bliziotes et al. 2006). Mecanismos neuroendocrinos, principalmente os
relacionados com a serotonina (5-HT), estdo associados a diferenciacdo e ativacao
destas c¢lulas. Ha relatos na literatura, de que o cloridrato de fluoxetina bloqueando a
recaptacao da 5-HT poderia induzir reabsor¢ao 0ssea em ratos (Battaglino et al. 2004;
Bonnet et al. 2007).

A 5-HT também exerce um papel estimulador sobre o desenvolvimento do
germe dental desempenhando agdes que sao capazes de induzir a formagao do 6rgao do
esmalte e da papila dentadria originando os estadgios de campanula e coroa. Esses
fendmenos constituem etapas de cito e histodiferenciacdo que ocorre durante a
odontogénese e que dard origem ao elemento dental (Moiseiwitsch e Lauder, 1996;
Moiseiwitsch et al. 1998).

O desenvolvimento e diferenciacdo do germe dentario sdo acompanhados por
mudangas rdpidas em sua matriz extracelular (Cotrim ef al. 2002). Extensas
remodelagdes do epitélio, proliferagao celular, apoptose e mudancas na forma e no
posicionamento dos grupos celulares sao determinados por gradientes morfogenéticos
que devem desempenhar um papel critico durante a morfogénese do elemento dentario
(Lesot e Brook, 2008).

O germe dentario desenvolve-se através de cinco fases: fase de botdo, capuz,
campanula, coroa e raiz. Estabelecida a fase de campanula, o germe dentéario apresenta

todos os primoérdios para a formagdo do dente e seu tecido de sustentagdo e protecao
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(Thesleff, 1976). A fase de coroa corresponde ao periodo em que os tecidos
mineralizados da coroa do futuro dente estao se formando, onde ocorre deposicao de
dentina e maturagdo dos odontoblastos (Ten Cate, 1978).

A depressao ¢, reconhecidamente, um problema de saude publica, interferindo
de modo decisivo e intenso na vida pessoal, profissional, social e econdmica de seus
portadores. Nos ultimos anos, um nimero maior de mulheres em periodo gestacional
foram diagnosticadas com quadros depressivos. O tratamento farmacoldgico desta
enfermidade tem reduzido a morbidade e melhorado o desfecho clinico de milhares de
casos de depressao em todo o mundo (Kulin, Pastuszak e Koren, 1998; Addis e Koren,
2000; Hendrick e Altshuler, 2002; Morrison, Riggs e Rurak, 2005).

Viérios farmacos sdo capazes de atravessar a barreira placentaria (Hendrick et al.
2003) e muitas deles possuem efeitos teratogénicos sobre o feto, o que pode provocar
alteragdes e desordens no desenvolvimento embrionario, principalmente nos trés
primeiros meses de vida intra-uterina (Hendrick e Altshuler, 2002).

Em 1987, a agéncia reguladora de medicamentos e alimentos, Food and Drug
Administration (FDA), dos Estados Unidos, aprovou o primeiro antidepressivo
(fluoxetina) do grupo dos inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRSs)
(Wong, Bymaster e Engleman, 1995).

O cloridrato de Fluoxetina ¢ o antidepressivo mais amplamente prescrito em
todo o mundo. E um farmaco capaz de inibir de forma potente e seletiva a recaptagio de
5-HT, potencializando a neurotransmissao serotoninérgica. O mecanismo de agdo da
fluoxetina esta ligado a inibigdo da recapta¢do neuronal de serotonina e um aumento
resultante na neurotransmissdo serotonérgica no SNC (Gupta, Masand e Rangwani,

1998; Raap e Van de Kar, 1999).
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A 5-HT ou 5-hidroxitriptamina faz parte dos grupos de neurotransmissores que
regulam importantes vias do metabolismo dos mamiferos, ¢ sintetizada a partir de
aminoacidos, como fenilalanina, tirosina e triptéfano (Raap e Van de Kar, 1999).

Em cérebros humanos, os primeiros neurdnios que liberam 5-HT estao presentes
a partir da 5° semana e aumentam rapidamente até¢ a 10° semana de gestagao (Whitaker-
Azmitia, 1991; Kontur et al. 1993; Levallois et al. 1997; Canto-de-Souza et al. 1998). A
5-HT interage com seus receptores, estes alteram o metabolismo celular, influenciando
as diversas etapas da organogénese (Buznikov, 1984; Lauder, Tamir e Sadler, 1988;
Buznikov, Lambert e Lauder, 2001). A neurotransmissdo serotoninérgica pode modular
a proliferagdo celular em diversos tecidos e esta envolvida principalmente na
morfogénese da regido craniofacial (Lauder, Luo e Persico, 2003).

Portanto, ¢ possivel que exposi¢des a doses terapéuticas cronicas de ISRSs
apresentem alteragoes no desenvolvimento do sistema serotoninérgico, entretanto esta
evidéncia ndo estd bem esclarecida, sendo importante um nimero maior de estudos
nesta area (Magalhaes et al. 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectos morfologicos da dentinogénese
coronaria de primeiros molares superiores de ratos no 1° e 5° dias de vida, cujas maes

foram tratadas com fluoxetina durante a gestacao.
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METODOS

O presente estudo foi realizado no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental,
no Departamento de Histologia e Embriologia ¢ no Laboratério de Histotécnica do
Programa de P6s-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco, no
periodo de setembro de 2008 a marco de 2010. Foi aprovado pelo Comité de Bioética
em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Pernambuco (CBEA/CCB — UFPE), processo n° 23076.006899/2008 — 51.

Foram utilizadas 12 ratas albinas da linhagem Wistar que receberam alimentagao
e agua ad libitum e foram mantidas em temperatura de 23 +/- 2° C e ciclo de claro e
escuro de 12:12 horas. Apos acasalamento e diagnostico de prenhez por esfregago
vaginal, as ratas foram distribuidas em trés grupos, sendo 4 para o grupo controle
(Grupo C), 4 para o grupo tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg de peso animal
(Grupo FL) e 4 para o grupo tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso
animal (Grupo FX). Cada grupo foi subdividido em 2 subgrupos de acordo com a idade
do desenvolvimento do germe dental (1 ou 5 dias de vida), totalizando 6 subgrupos.

Foram utilizadas 2 ratas prenhes para cada subgrupo sendo que de cada ninhada
utilizou-se 3 filhotes, de ambos os sexos. Os animais de cada subgrupo foram obtidos de
maes tratadas ou ndo, a partir do primeiro dia de gestagao.

Os subgrupos foram, entdo, denominados C1 e C5 (animais do grupo controle
com 1 e 5 dias de vida); FLL1 e FLS5: (animais do grupo tratado com fluoxetina na dose
de 10 mg/Kg de peso animal com 1 e 5 dias de vida); FX1 e FX5: (animais do grupo

tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg de peso animal com 1 e 5 dias de vida).
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As ratas prenhes receberam tratamento de acordo com o grupo de estudo ao
qual pertenciam do 1° ao 21° dia da prenhez. No grupo C, as mdes receberam
diariamente solucgdo fisioldgica a 0,9% em aplicagdes subcutaneas na dose de 10ul/g,
em horérios previamente estabelecidos (entre 07h e 08h da manha). No grupo FL, as
maes foram tratadas com fluoxetina na dose de 10mg/kg de peso animal e no grupo FX,
as maes foram tratadas com fluoxetina na dose de 20mg/kg de peso animal, injetados
por via subcutanea nos mesmos horarios e periodos estabelecidos para o grupo controle.

Os animais de 1 dia de idade foram crioanestesiados e os animais de 5 dias
foram anestesiados com xilazina a 20mg/Kg de peso animal (i. p.) € quetamina a
50mg/Kg de peso animal (i. p.). Os animais foram decapitados, suas mandibulas
removidas e o maxilar superior com os germes dentdrios direito e esquerdo foram
seccionados tangencialmente a face mesial do primeiro molar. Os germes dentarios
foram fixados em solucdo de formol tamponado a 10% durante 24 horas a temperatura
ambiente. A seguir, os espécimes de 5 dias foram descalcificados em solucdo aquosa de
acido nitrico a 10%. Seguiu-se a técnica histoldgica convencional para inclusdo em
parafina (Michalanny, 1990). Os cortes histologicos foram obtidos com
aproximadamente 4pm cada, corados pela hematoxilina-eosina (HE), montados em
Entellan®, observados e fotografados em um microscopio de luz ECLYPSE 51.

Para andlise morfoldgica foi utilizado microscépio de luz (ECLYPSE 51). A
coroa de cada germe dentério foi dividida em trés tergos para facilitar a andlise: tercos
cuspidico, médio e cervical. Nestas regides foram observadas e descritas as
caracteristicas histologicas das regides da dentina, pré-dentina e camada odontoblastica.

Para andlise histométrica foi utilizado microscopio de luz (ECLYPSE 51),

acoplado em uma microcamera, conectado a um computador contendo uma placa de
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captura de imagem (ATI) e o software para histometria (IMAGE J). Os trés tercos da
coroa foram analisados, sendo que, de cada tecido estudado selecionavam-se 10
campos, dos quais foram mensuradas espessura da dentina e pré-dentina e a altura dos
odontoblastos. Destes dados obtinham-se as médias e os desvios padrdes para a andlise
estatistica.

Para analise estatistica foram utilizados os testes Anova Unico Fator, Analise de

Variancia e o Teste de Tuckey, com p <0,05.
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RESULTADOS

Animais com 1 dia de vida

Nao foram observadas diferencas estruturais nos germes dentarios dos animais
dos trés grupos de estudo.

No terco cuspidico observou-se deposicao inicial muito fina de matriz de
dentina, com coloragao rosa claro. Abaixo da matriz de dentina observamos a camada
odontoblastica disposta em palicada com aspecto prismatico alto e nucleo polarizado em
direcdo a papila dentaria. Na regido de curvatura cuspidica, devido a proximidade das
c€lulas, a camada de células odontoblastica assemelha-se a um epitélio pseudo-
estratificado. Acima da matriz de dentina, os pré-ameloblastos apresentam-se
prismaticos altos, as quais, neste periodo, ainda ndo iniciaram a sintese de matriz de
esmalte (Figura 1).

No ter¢o médio, descendo pela vertente da coroa, observamos presenga de
matriz de dentina, de menor espessura que no ter¢o cuspidico, afinando em dire¢do ao
terco cervical. Os odontoblastos subjacentes a esta camada se encontram prismaticos
mais baixos, porém o nucleo apresenta-se polarizado em dire¢do a papila dentaria,
indicando atividade de citodiferenciacdo. Os pré-ameloblastos da mesma forma
mostram-se prismaticos, porém mais baixos que no tergo anterior (Figura 1).

No terco cervical nao foi observada deposicdo de matriz de dentina, sendo que
as cé¢lulas da papila dentdria encontram-se mais condensadas, em fase de diferenciagao
celular. Tais células apresentam aspecto estrelado, com ntcleo arredondado e basofilo.

Os odontoblastos e pré-ameloblastos nao se encontram presentes nesta regido ¢ a
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camada do epitélio interno do 6rgdo do esmalte apresenta um aspecto prismatico baixo
ou cubodide com nucleo central (Figura 1).

Apos a analise histométrica da espessura da matriz de dentina depositada, pdde-
se observar que ndo ocorreram alteragoes significantes quando se comparou os
subgrupos C1, FL1 e FX1 (Tabela 1 e Figura 2).

Com relagdo aos odontoblastos tanto na regido de futura cuspide quanto no tergo
médio da coroa, nao houve alteracdes significantes no comprimento destas células em

nenhum dos subgrupos analisados (Tabela 1 e Figura 2).

Animais com 5 dias de vida

Nao foram observadas diferencas estruturais nos germes dentarios dos animais
dos trés grupos de estudo.

Observamos no terco cuspidico uma camada de dentina mais espessa que no
grupo anterior, de colora¢do rosa escuro ¢ a camada de pré-dentina de coloracdo rosa
claro. Acima da camada dentinaria verifica-se presenca de matriz de esmalte de
coloracdo purpuro-azulada. Acima da matriz de esmalte observamos ameloblastos
prismaticos altos. Abaixo da camada de pré-dentina, observamos odontoblastos
dispostos em palicada com aspecto prismatico alto e ntcleo polarizado em direcdo a
papila dentaria. Na regido de curvatura cuspidica, devido a proximidade das células e
seu rearranjo, a camada de células odontoblastica assemelha-se a um epitélio pseudo-
estratificado (Figura 3).

No ter¢o médio, descendo pela vertente da coroa, observamos a presenca das

camadas de dentina e pré-dentina, menos espessas que no terco cuspidico, que vao
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adelgacando-se em dire¢ao ao tergo cervical. Os odontoblastos subjacentes a camada de
pré-dentina encontram prismaticos com o nucleo polarizado em direcdo a papila
dentaria, porém mais baixos que no ter¢o cuspidico. Acima da camada dentinéria
verifica-se presen¢a de matriz de esmalte, menos espessura que no ter¢o anterior. Acima
da matriz de esmalte observamos os ameloblastos, células prismaticas, porém mais
baixas que no ter¢o anterior (Figura 3).

Observamos no terco cervical a presenca das camadas de dentina e pré-dentina,
com espessura menor que as regides cuspidica e média. Acima da camada de dentina,
observamos os pré-ameloblastos, com aspectos prismaticos, mas nao se visualiza nesta
regido a matriz de esmalte. Abaixo da camada de pré-dentina, observamos a camada
odontobléstica disposta em paligada com aspecto prismatico baixo e nucleo em dire¢ao
a papila dentaria, indicando atividade de sintese (Figura 3).

Apo6s analise histométrica da pré-dentina depositada na regido da futura cuspide,
no terco médio e no ter¢co cervical da coroa, ndo foram observadas alteragdes
significantes na espessura deste tecido nos trés subgrupos analisados (Tabela 2 e Figura
4). A dentina mineralizada apresentou a mesma espessura nos trés subgrupos estudados
e nos trés tergos analisados da coroa do germe dentario (Tabela 2 e Figura 4) e o
comprimento da camada de odontoblastos ndo sofreu alteragdes significantes nos

grupos tratados quando comparado ao grupo controle (Tabela 2 e Figura 4).
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DISCUSSAO

O desenvolvimento dos molares de ratos sdo modelos classicos para se estudar a
odontogénese (Pinzon, Kozlov e Burch, 1967). Em uma série de estudos histologicos,
os molares de ratos foram utilizados como objetivo de pesquisas e analisados por suas
reagoes a diversos medicamentos e condi¢des experimentais (Peterkova et al. 2002).

Os dentes dos mamiferos sdo produtos da combinagdo durante o
desenvolvimento de tecidos de origem ectodérmica e ectomesenquimal (Gaunt, 1967).
O epitélio oral influenciando o mesoderma desempenha um importante papel no
desenvolvimento do germe do dental (Kollar e Baird, 1969; Thesleft, 1976).

No presente estudo, observamos que as caracteristicas histoldgicas dos animais
de 1 dia de vida se apresentaram de maneira semelhante em todos os grupos, ou seja, o
processo de odontogé€nese se iniciou no equivalente das clspides dentais que se
apresentou em um estdgio mais avangado do desenvolvimento da coroa dentéria.
Descendo pelas vertentes da coroa até a alca cervical observamos uma fase
indiferenciada, sendo que a papila dentaria ectomesenquimal prepara-se para formagao
de dentina. Este processo evoluiu, paulatinamente, pelas vertentes da coroa, sendo que
aos 5 dias de vida, a dentina chegou ao ter¢o cervical da coroa. Estes dados estao de
acordo com o descrito classicamente por Bevelander e Hiroshi (1966) os quais
afirmaram que a dentina comega a ser formada no estidgio avancado de campanula do
desenvolvimento do dente e ¢ funcdo da papila dental. As células que se tornam
diferenciadas na periferia da papila dentdria sdo as responsaveis pela formagdo e

mineralizagdo da matriz organica do tecido dentinario.
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De acordo com Sasaki e Garant (1996) os odontoblastos apresentam-se
justapostos a camada de pré-dentina € em maior nimero por area nas por¢des mais
proximas das cuspides. Varias sec¢des neste ensaio bioldgico mostraram areas em que
parecia haver uma pseudo-estratificagdo da camada odontobléstica, entretanto esta
variacdo na morfologia do tecido analisado pode ser explicada devido a diferenca de
angulacdo do corte e da regido da vertente da cuspide em que o germe dentério foi
seccionado. Além do mais, a coroa dos molares de rato apresenta uma anatomia
especifica, com mais de uma cuspide e sulcos profundos o que contribui para formagao
de maior numero de curvaturas (Ten Cate, 1978). Estas caracteristicas poderdao estar
relacionadas com as diferengas na espessura da matriz dentinaria € no comprimento da
camada de odontoblastos, dependendo da regido em que foram seccionadas, se mais ou
menos distante das cuspides.

A medida que a dentinogénese avancou, os odontoblastos foram sintetizando a
matriz organica da dentina, recuando e deixando um prolongamento celular que faz
contato com a membrana basal nas proximidades com o limite amelodentinario. Uma
faixa rosa que se corou com menos intensidade situada entre os odontoblastos e a
dentina mais corada foi facilmente distinguivel nos animais com 5 dias, o que
caracterizou a deposi¢do de pré-dentina. Estes achados estdo de acordo com os dados
relatados na literatura onde se descreveu a presenga de uma camada de matriz ricamente
sulfurosa e menos acidofila de matriz orgénica de dentina (pré-dentina) nas adjacéncias
da camada odontoblastica (Symons, 1956; Reith, 1968; Goracci, Mori e Baldi, 1999).

A matriz dentinaria apresenta coloracdo acidoéfila, adquirindo uma tonalidade
rosa claro quando corada em HE, o que indica presenga de fibras de colageno I e

proteoglicanas. Estes achados foram descritos por Reith (1968) que descreveu os
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odontoblastos diferenciados pela sua localizacdo e tamanho e por serem ladeados por
um compartimento extracelular com fibras coldgenas delicadas e substancia amorfa.

Nos animais com 1 dia, os dados histométricos mostraram nao haver diferengas
significantes na espessura de matriz de dentina e no comprimento dos odontoblastos nos
trés ter¢os da coroa dos germes dentdrios estudados. Assim como, nos animais com 5
dias de vida, todos os parametros mensurados na analise histométrica também
mostraram-se semelhantes. Como os animais foram tratados somente no periodo
gestacional, a fluoxetina administrada nao foi capaz de promover alteragdes
morfologicas e quantitativas significantes nos tecidos analisados. Mesmo nos animais
com 5 dias de vida, que foram amamentados, a fluoxetina circulante no corpo das maes,
que passaria para a prole via leite materno, nao foi capaz de provocar alteragdes
significantes nos germes dentarios nesta idade.

Justifica-se a escolha do cloridrato de fluoxetina para este estudo experimental,
pois este antidepressivo é o mais amplamente prescrito em todo o mundo. E um farmaco
capaz de inibir de forma potente e seletiva a recaptacdo de serotonina (5-HT) (Gupta,
Masand e Rangwani, 1998); além de possuir pouca afinidade com outros
neuroreceptores, o que o aumenta sua tolerabilidade pelo organismo e diminui seus
efeitos colaterais (Raap e Van de Kar, 1999).

Na literatura hd uma escassez de estudos que relacionem o uso dos ISRSs
(cloridrato de fluoxetina) no desenvolvimento dos tecidos mineralizados que formam o
elemento dental, sendo a maioria dos estudos relacionados com tecido 6sseo. (Bliziotes
et al. 2006) observaram que os receptores 5-HT;, e 5-HT,, presentes no osso podem

estar relacionados a possiveis interagdes serotoninérgicas nesse sistema.
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Jonhson e Heinemann (1995); Tecott, Shtrom e Julius (1995) observaram que a
5-HT, neurotransmissor presente na fenda sindptica neuronal, encontrava-se presente
durante a morfogénese do SNC e da regido craniofacial, entretanto, nao fizeram
nenhuma mencao direta ao desenvolvimento do elemento dentario. Outras evidéncias
experimentais revelaram ainda que a 5-HT pode influenciar o periodo de embriogénese
e de crescimento (Bliziotes et al. 2001).

Battaglino et al. (2007) observaram uma redugao da cortical dssea e da massa do
osso trabecular em ratos tratados com fluoxetina, concluindo que esse antidepressivo €
capaz de inibir o crescimento normal dos ossos de ratos. Com isso, 0s autores puderam
afirmar que a serotonina desempenha papel importante na diferenciagdo dos
osteoblastos e osteodcitos e, interferéncia nesta molécula pode reduzir a massa dssea.

Concordando com esses achados, Bonnet et al. (2007) observaram efeitos
deletérios na arquitetura, microarquitetura e biomecanica dos ossos de animais tratados
com cloridrato de fluoxetina. Da mesma forma, Battaglino ef al. (2004) concluiram que
a fluoxetina ¢ capaz de inibir a diferenciacao dos osteoclastos derivados de células da
medula dssea.

Lauder e Zimmerman (1988); Lauder et al. (2000) revelaram que a presenca dos
receptores 5-HT74, 5-HT25 E 5-HT,¢ no germe dentario em desenvolvimento ¢ capaz de
desempenhar um papel estimulador durante a odontogénese, porém, nada descrevem a
respeito do desenvolvimento do complexo dentino-pulpar.

Corroborando com esses achados, Moiseiwitsch e Lauder (1996); Moiseiwitsch
et al. (1998) analisando a a¢do inibidora que os ISRSs causam durante a organogénese,
desenvolveram meios de culturas com mandibulas de ratos, as quais foram expostas a

diferentes concentracdes de 5-HT. Estes autores concluiram que a 5-HT era capaz de
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influenciar a papila dentaria para induzir o 6rgao do esmalte a se diferenciar no epitélio
externo, epitélio interno, reticulo estrelado e estrato intermediario, tecidos essenciais
para o desenvolvimento e crescimento do germe dentario. Porém, nao fizeram nenhuma
descri¢do a respeito da dentinogénese.

Cavalcanti et al. (2009) avaliaram as alteragdes morfologicas e de
desenvolvimento embrionario que poderiam ocorrer em 0ssos esqueléticos em animais
cujas maes foram tratadas como cloridrato de fluoxetina na dosagem de 10 mg/Kg de
peso animal (s.c.). Para tal pesquisa, foi escolhida a articulagdo temporo-mandibular
(ATM) por a mesma esta relacionada com o desenvolvimento craniofacial, que ¢
influenciado pelo sistema serotoninérgico.

Entretanto, nossos achados foram similares aos encontrados por Silva et al.
(2010), os quais analisaram a a¢ao direta da fluoxetina no desenvolvimento do esmalte
dentario. Neste estudo, avaliaram-se as possiveis alteragcdes morfoldgicas e estruturais
que este fArmaco poderia produzir no 6rgdo do esmalte de primeiros molares superiores
de ratos. Os resultados ndo evidenciaram alteragdes estruturais no desenvolvimento dos
tecidos que formam o esmalte dentério.

Sendo assim, nesse estudo ndo foram encontradas evidéncias que possam sugerir
que o cloridrato de fluoxetina ¢ um farmaco que interfere, de forma deletéria, a nivel
estrutural no desenvolvimento dos tecidos que formam o complexo dentino-pulpar.
Seria importante e necessario acompanhar o desenvolvimento destes tecidos em outras
idades do desenvolvimento do complexo dentino-pulpar e também durante a lactagdo
para observar se este farmaco podera promover algum tipo de malformagao durante a

odontogénese.
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CONCLUSAO

Apo6s a analise morfoldgica e histométrica realizada nos tecidos que formam o
complexo dentino-pulpar ndo foram evidenciadas alteragdes estruturais significativas no
desenvolvimento coronario do complexo dentino-pulpar de ratos cujas maes foram
tratadas com cloridrato de fluoxetina nas concentracdes de 10mg/kg ou 20mg/kg de

peso animal durante a gestacao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apo6s a analise morfoldgica e histométrica realizada nos tecidos que formam o
complexo dentino-pulpar ndo foram evidenciadas alteragdes estruturais significativas no
complexo dentino-pulpar de ratos cujas maes foram tratadas com cloridrato de
fluoxetina nas concentragdes de 10mg/kg ou 20mg/kg de peso animal durante a
gestacao.

As amostras analisadas apresentaram a mesma cronologia de erupcao dos
germes dentarios, ndo houve presenca de agenesia dentaria em nenhum dos animais da
amostra e o grau de maturacao dos germes dentdrios seguiu o mesmo padrdo descrito na
literatura.

Entretanto seria de suma importancia que mais estudos fossem elaborados, uma
vez que neste ensaio experimental, as ratas gestantes foram tratadas apenas durante
gestacdo, porém na clinica médica, a maioria das gestantes que fazem uso deste farmaco
ja o utiliza deste antes da gestacdo. Entdo, um estudo que analisasse os efeitos deste
medicamento antes, durante e apos a gestacdo (pela amamentagdo) seria viavel e de

muita utilidade.
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Tabela 1. Avaliacao do efeito do cloridrato de fluoxetina sobre tecidos dos germes dentarios
dos animais de 1 dia de vida, comparando os subgrupos C1 (animais do grupo controle com 1
dia de vida), FL1 (animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg de peso
animal com 1 dia de vida) e FX1 (animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 20

mg/Kg de peso animal com 1 dia de vida).

Grupos Experimentais

Regido do Estrutura C1 FL1 FX1
(n=6) (n=6) (n=6)
Germe Dental Analisada Média DP Meédia DP Meédia DP
(mm) (mm) (mm)
Cuspide Matriz de Dentina 7.560 +0.290 8.647 + 0.365 8.417+0.217
Ter¢o Médio Matriz de Dentina 5.151£0.332 4.494 + 0.191 4716 £ 0.268
Cuspide Odontoblastos 12.637 £ 0.237 9.909 + 0.300 9.152 £ 0.241
Ter¢o Médio Odontoblastos 7.525+0.350 7.395+£0.366 7.460 £ 0.334

* Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator, seguido pelo Teste de Tuckey, com p < 0,05.
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Tabela 2. Avaliacao do efeito do cloridrato de fluoxetina sobre tecidos dos germes dentarios
dos animais de 5 dias de vida, comparando os subgrupos C5 (animais do grupo controle com 5
dias de vida), FL5 (animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 10 mg/Kg de peso
animal com 5dias e vida) e FX5 (animais do grupo tratado com fluoxetina na dose de 20 mg/Kg
de peso animal com 5 dias de vida).

Grupos Experimentais

Regiao do Estrutura C5 FLS FX5
Germe Dental Analisada Médi:n = DP Médizfn = DP Médiz(ln = DP
(mm) (mm) (mm)

Cuspide Pré-dentina 6.587 £ 0.380 6.944 + 0.204 7.073 £0.363
Tergo Médio Pré-dentina 6.944 £ 0.204 5.350 £ 0.294 5.577+0.359
Terco Cervical Pré-dentina 3.012+£0.392 3.027+£0.373 3.052+£0.126
Cuspide Dentina 14.424 +£0.320 14.551+£0.400 14.425+0.377
Terco Médio Dentina 8.622 +0.143 8.615+0.321 8.702 £ 0.245
Tergo Cervical Dentina 3.055 £0.337 3.018+0.304 3.079£0.119
Cuspide Odontoblastos 12.554+£0.336  12.529+0.325 12.546+0.244
Terco Médio Odontoblastos 8.542 £0.228 8.705 +0.368 8.559£0.410
Tergo Cervical Odontoblastos 6.310£0.306 6.580 +0.259 6.001 £0.305

* Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator, seguido pelo Teste de Tuckey, com p < 0,05.
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Figura 1. Fotomicrografia de parte do germe dentério de primeiro molar superior de rato com 1
dia de vida. Observa-se em 1A (subgrupo C1), grupamento de odontoblastos (O) na regido do
equivalente da futura cuspide dental e inicio de produgdo de matriz de dentina (MD). Em 1B
(subgrupo FL1) e 1C (subgrupo FX1), observa-se area de dentinogénese (*) na regido de terco
médio da coroa. Em 1D (subgrupo C1), observar que regido da alga cervical ainda ndo estd
ocorrendo deposicdo de matriz de dentina (MD). CS, camada sub-odontoblastica. PD,
papila dentéria. OE, 6rgdo do esmalte. PA, pré-ameloblastos. V, vasos sanguineos. CE, células
ectomesenquimais em diferenciacdo. EI, epitélio interno do 6rgdo do esmalte. EE,
epitélio externo do 6rgdo do esmalte. RE, reticulo estrelado. Coloragdo HE.
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Figura 2. Em 2A observa-se a avaliagdo do efeito da fluoxetina sobre a espessura (em mm) da
Matriz de Dentina depositada na regido de futura ctspide dentaria e no tergo médio da coroa. 2B
demonstra a avaliagdo do efeito da fluoxetina sobre o comprimento (em mm) da camada de
odontoblastos na regido de futura cuspide dentaria e no ter¢co médio da coroa. Animais com 1
dia de vida, comparando os subgrupos C1, FL1 ¢ FX1. Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator,
seguido pelo Teste de Tuckey, com p < 0,05.
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Figura 3. Fotomicrografia de parte do germe dentério de primeiro molar superior de rato com 5
dias de vida. Em 3A (subgrupo FXS5), observa-se no terco cuspidico maior espessura da camada
de dentina. Em 3B (subgrupo C5) e 3C (subgrupo FLS5), notar que os odontoblastos apresentam
um aspecto primastico mais baixo na regido de terco médio. Em 3D (subgrupo FL5) observar
que na regido de alga cervical ja apresenta dentina da pré-dentina. OE, 6rgdo do esmalte. A,
ameloblastos. E, esmalte. D, dentina. PD, pré-dentina. O, odontoblastos. CS, camada sub-
odontoblastica. P, papila dentaria. V, vasos sanguineos. Coloragéo HE.
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Figura 4. Em 4A e 4B observa-se a avaliagdo do efeito da fluoxetina sobre a espessura (em
mm) da Pré-dentina e Dentina depositadas na regido de futura cuspide dentaria, no ter¢o médio
e no tergo cervical da coroa. 4C mostra a avalia¢do do efeito da fluoxetina sobre o comprimento
(em mm) da camada de odontoblastos na regido de futura cuspide dentaria, no ter¢co médio e no
terco cervical da coroa animais com 5 dias de vida, comparando os subgrupos C5, FL5 e FXS5.
Foi utilizado o Teste Anova Unico Fator, seguido pelo Teste de Tuckey, com p < 0,05.



ANEXO 1
PARECER DO COMITE DE BIOETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

o] Bt s G
Recife, 15 de agosto de 2008
Oficio n°® 49/08

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Profa. Liriane Baratella Evéncio

Departamento de Histologia— CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 006899/2008 - 51

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

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questédo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente, / , ) i
Mo T8 Jouins i
225, ¢1ui, Maria Tere:
Prosidente 60
Observagéo: urre

Origem dos animais: Biotério do Departamento Nutrigdo
Animais: Ratos; Wistar; machos ; com 90- 126 dias de vida
Numero de animais previsto no protocolo: 64 animais

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO 2
NORMAS DA REVISTA DO ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

Instrucdes para os autores

A Revista de Psiquiatria Clinica foi fundada em margo de 1972 por A. C. Pacheco e
Silva, Fernando de O. Bastos, J. Carvalhal Ribas e J. R. de Albuquerque Fortes.

A missdo da Revista de Psiquiatria Clinica é fornecer aos profissionais de salde
mental um programa de atualizacdo e educagao continuada nas areas de interesse
clinico. Serdo também publicados trabalhos de pesquisa basica quando os
resultados tiverem potencial implicacdo para a pratica clinica.

Os manuscritos devem ser enviados para o enderego eletrénico: gattaz@usp.br
como anexos formatados em Word para Windows, acompanhados de uma carta do
autor responsavel ao editor, solicitando publicacdo na Revista de Psiquiatria Clinica.
Manuscritos impressos enviados pelo correio ndo serdao devolvidos aos autores. Ao
ser recebido, o artigo sera encaminhado para o respectivo editor de area e o
recebimento sera confirmado por e-mail ao autor principal.

Os manuscritos podem ser escritos em Portugués, Inglés ou Espanhol, sendo os
autores responsaveis pela sua verificagdo gramatical.

Revisao por pareceristas

Todos os artigos publicados sdo revisados por pelo menos dois pareceristas
anonimos. A decisdo sobre a aceitagdo do artigo para publicagdo ocorrera, salvo
raras excegoes, dentro do prazo de até trés meses a partir da data de seu
recebimento.

A submissdo de um manuscrito implica: (a) que o trabalho descrito ndo tenha sido
publicado anteriormente em Lingua Portuguesa (exceto na forma de um resumo ou
como parte de uma palestra publicada); (b) que nao esteja sendo analisado para
ser publicado em outro periddico de Lingua Portuguesa; (c) que sua publicagdo
tenha sido aprovada por todos os co-autores, se houver, assim como pela
instituicdo onde o trabalho foi realizado; (d) se e quando o manuscrito for aceito
para publicacdo, os autores concordem com a transferéncia automatica dos direitos
autorais a Revista de Psiquiatria Clinica.

O direito autoral corresponde aos direitos exclusivos e ilimitados de reproduzir e
distribuir os trabalhos aceitos em qualquer forma de publicacdo (impressa, midia
eletronica ou outra forma qualquer).

Estrutura dos manuscritos
Os artigos devem ser digitados em espaco duplo, fonte Arial, tamanho 12. Todas as
paginas, inclusive a do titulo, devem ser numeradas.
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Artigos Originais

Os artigos originais devem conter até 4.000 palavras e ndo ultrapassar a soma de
seis tabelas e/ou figuras. Recomenda-se restringir em até 30 o numero de
referéncias bibliograficas.

I. A primeira pagina deve conter: (a) titulo do artigo em Portugués; (b) nome
completo dos autores, sem abreviacbes, e somente a afiliacdo principal de cada
autor; (c) a denominagao e o endereco da instituicdo onde o trabalho foi elaborado;
e (d) o enderego do autor para correspondéncia, incluindo endereco eletrénico (e-
mail).

II. Cada trabalho deve incluir um resumo de ndo mais de 200 palavras em
Portugués, seguido de até cinco palavras-chave, e um abstract em Inglés. O
abstract deve ser seguido do titulo do trabalho em Inglés e das respectivas
keywords. Os conteldos do resumo e do abstract devem ser idénticos. O resumo
devera apresentar, muito sucintamente, a esséncia do trabalho. Devera ter cinco
topicos, que responderdo a cinco questdes: Contexto: por que vocé fez o estudo;
Objetivos: para que vocé fez o estudo; Métodos: como (e se for o caso, em que
grupo amostral) vocé fez o estudo; Resultados: o que vocé encontrou; e
Conclusdes: o0 que os seus resultados significam. Esses cinco tdpicos também
devem ser mantidos no abstract: Background, Objectives, Methods, Results e
Discussion.

III. Texto principal: essas cinco perguntas definirdo também o conteldo das
diferentes partes do manuscrito, que devera ser estruturado em: Introducdo
(reunindo os tépicos Contexto e Objetivos), Métodos, Resultados, Discussao,
Agradecimentos (se houver) e Referéncias.

IV. Referéncias. A Revista de Psiquiatria Clinica adota as normas de padrao
Vancouver. As referéncias devem ser citadas no texto por meio de numeros
arabicos consecutivos, que correspondem as respectivas fontes, conforme constam
na bibliografia, nesta inseridas por ordem de entrada. Para artigos com até seis
autores, todos eles devem ser citados; para artigos com mais de seis autores, os
seis primeiros devem ser citados, seguidos de et al. Titulos de periddicos devem ser
abreviados de acordo com o Index Medicus. E de total responsabilidade dos autores
certificarem-se de que as referéncias citadas no texto constem da lista de
referéncias, observando-se a exatiddo dos nomes de autores, titulo do artigo, nome
do periddico, data e detalhes da publicagdo. Para a lista de referéncias
bibliograficas deve também ser respeitado o espago duplo. Os seguintes exemplos
devem ser seguidos:

Artigo de revista:

Gattaz WF, Levy R, Cairns N, Maras A. Disturbios do metabolismo de fosfolipideos
na doenga de Alzheimer. ] Bras Psiquiatr. 1996; 45:345-9.

Capitulo em livro:

Gattaz WF, Kohlmeyer K, Gasser T. Computed tomographic scans in schizophrenia.
In: Hafner H, Gattaz WF, editors. Search for the Causes of Schizophrenia (Berlin):
Springer Verlag; 1990. p. 242-56.



80

Para detalhes adicionais e o formato completo de referéncias, favor acessar:
www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.htmi

V. Tabelas. Devem ser submetidas em folhas separadas com as respectivas
legendas. As tabelas devem ser numeradas consecutivamente, na ordem em que
foram citadas no texto, e encabegadas por um titulo e legenda apropriados.

VI. Figuras. O numero e o tamanho das ilustracdes devem ser os menores
possiveis para esclarecimento do texto. Ilustracdes coloridas serdo aceitas; todavia,
os autores deverao cobrir os custos adicionais de impressao. Todas as figuras tais
como fotografias, graficos ou diagramas, devem ser numeradas consecutivamente,
na ordem em que foram citadas no texto, e submetidas em folhas separadas.

VII. As legendas das figuras devem vir em folhas separadas e devem permitir uma
compreensdo clara da figura sem a necessidade de referéncia ao texto. Cada figura
deve ter um titulo curto, seguido de uma descricdo concisa. Todas as abreviaturas
e simbolos que aparecem nas figuras devem estar explicados nas legendas.
Comentarios como “para explicacdo (ou detalhes), vide texto” devem ser evitados.

VIII. Fotografias de pacientes. A Revista de Psiquiatria Clinica ndo encoraja a
publicacdo de fotografias de pacientes. Quando isso for imprescindivel para o
entendimento do texto, a fotografia devera ter uma tarja que ndo permita a
identificacdo do paciente e mesmo assim devera vir acompanhada de uma
autorizagdo por escrito do paciente e/ou de seus responsaveis legais.

IX. Separatas podem ser encomendadas quando o artigo for aceito para
publicacao.

Outros tipos de artigos

Revisoes da Literatura

As revisbes devem ser estruturadas em: Introdugao (contextualizacdo do
problema), Métodos (estratégia de pesquisa bibliografica utilizada), Resultados
(revisao propriamente dita), Discussao, Conclusao, Agradecimento (se houver),
Referéncias e outras subdivisdes a critério dos autores. O manuscrito deve conter
até 6.000 palavras, sem ultrapassar a soma de seis tabelas e figuras, e ndo ha
limite numérico para as referéncias bibliograficas, embora seja recomendado incluir
apenas o essencial. Assim como os artigos originais, as revisdes da literatura
devem apresentar um resumo com as principais conclusdes sobre o tema, além de
abstract, keywords e titulo em Inglés.

Relatos de Casos

O objetivo da segdo "Casos Clinicos" é abordar novas questGes clinicas ou tedricas
relevantes para o diagndstico ou para o manejo clinico de transtornos psiquiatricos.
Os artigos submetidos a publicagdo nessa secdo deverdo obedecer as normas
gerais para todos os artigos da Revista de Psiquiatria Clinica, respeitando-se o
limite de 2.000 palavras e até 15 referéncias bibliograficas. Os trabalhos devem
conter: Titulo e Resumo em Portugués e Inglés, e devem ser estruturados em:
Introducdo, Descricdo do Caso Clinico, Discussdo e Referéncias. A
introducdo devera apresentar o problema em questdo, com uma breve revisdao da
literatura sobre os aspectos clinicos e terapéuticos, ou o diagndstico diferencial em
relacdo ao caso apresentado.
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O relato devera ser sucinto, evitando-se dados redundantes ou irrelevantes para o
esclarecimento do problema. Por exemplo, exames de laboratério de rotina sem
alteracdes deverao ser resumidos em poucas palavras (“sem alteragcoes
laboratoriais e radioldgicas relevantes”). A discussdo devera contrapor dados do
caso apresentado (semelhancgas e diferengas) com casos da literatura.

Atualizacao rapida

Consiste em uma breve apresentacao de um artigo de impacto, recentemente
publicado na literatura nacional ou internacional. Deve ser elaborado por um
especialista na respectiva area do conhecimento e deve conter comentarios sobre
limitagoes metodoldgicas, implicacGes para a pratica clinica ou para a pesquisa, em
um texto de até 800 palavras e até quatro referéncias bibliograficas ndo incluidas
na publicagdao em foco.

Novos Caminhos em Pesquisa

Os artigos publicados neste topico devem corresponder a revisdes breves sobre um
tema ou tendéncia de ponta em pesquisa psiquiatrica, preferencialmente ilustrando
0os potenciais para uma aplicacdo clinica futura. Devem ter carater mais
informativo, citando apenas as referéncias mais relevantes e contemporaneas. Os
textos devem ter no maximo 1.500 palavras em espaco duplo, incluindo até 10
referéncias, titulo e dados do autor. Ndo € necessario resumo ou abstract, mas
deve ser elaborado o titulo em Inglés.

Cartas e Pontos de Vista

Cartas e pontos de vista serdo avaliados com vistas a publicacdo, desde que nao
contenham idéias ja submetidas a outras publicagdes. O texto ndo deve ultrapassar
1.500 (um mil e quinhentas) palavras ou ter mais de 10 referéncias e uma tabela
ou grafico. Cartas e pontos de vista que se refiram a artigos ndo devem ultrapassar
seis meses da publicacdo destes. Toda correspondéncia recebida por essa segdo
estara sujeita ao parecer dos Editores.

Vinhetas

Esta secao publica, de maneira sucinta e menos formal, temas de interesse geral
para o psiquiatra, abrangendo opiniGes clinicas, curiosidades, aforismos e breves
relatos, “em primeira pessoa”, de pacientes (an6nimos) ou de médicos, e
discussGes sobre assuntos de influéncia sobre nossa cultura e sociedade. As
contribuicGes devem ser enviadas para a revista (revpsig@usp.br), com no maximo
2 paginas, em formato Word, fonte tamanho 12 e espagamento duplo.

X. Resolugcdo 1.595 do Conselho Federal de Medicina de 18/5/2000: é
obrigatério que os autores de "artigos divulgando ou promovendo produtos
farmacéuticos ou equipamentos para uso em Medicina declarem os agentes
financeiros que patrocinaram suas pesquisas".

Nota: A Revista de Psiquiatria Clinica exige rigor quanto a adequacdo das versGes
em Inglés do Resumo (Abstract) e do titulo dos manuscritos aceitos para
publicacdo. Caso o autor ndo tenha o suficiente dominio do idioma, ele podera
solicitar a traducdo para o Inglés, realizada por meio de servico prestado pela
equipe editorial, com o custo de R$ 10,00 (dez reais) a linha. No caso dos
manuscritos aceitos para publicagdo, mas que necessitem de extensa reformulacao
do contelldo em Inglés, os autores deverdo arcar com os custos de traducdo como
condicdo para que o trabalho seja publicado.



ANEXO 3
COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

Mensagem original

De: revpsiq@usp.br

Para: liriane@uol.com.br
Assunto: ms recebido
Enviada: 27/07/2010 13:42

Revista de Psiquiatria Clinica

Il.ma Sra.
Dra. Liriane Evencio

Prezada Dra. Evéncio,

obrigado pela submissdo do manuscrito:

Efeitos da utilizag@o do cloridrato de fluoxetina sobre o
desenvolvimento de tecidos mineralizados: revisdo sistematica

O trabalho sera enviado a pareceristas ¢ em breve lhe comunicarei a
decisdo editorial.

Com os cumprimentos cordiais,

Prof. Dr. Wagner F. Gattaz
Editor-Chefe
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ANEXO 3
NORMAS DA REVISTA DO ARTIGO ORIGINAL

DIRETRIZES PARA AUTORES

O Journal of Morphology congratula-se com os manuscritos de todas as areas
da morfologia animal. A revista publica artigos originais e artigos de revisao.

Submissao

A partir de 01 de julho de 2008, o Journal of Morphology usard um novo
sistema de submissdo on-line para receber, analisar e aceitar os manuscritos para
publicacdo. Este novo recurso para Journal of Morphology permite que os autores
apresentem seus manuscritos online para agilizar o processo de revisdo por pares. Os
autores também tém a capacidade de verificar o status de seus manuscritos durante o
processo de revisao por pares.

Para submeter um manuscrito, por favor, usar a homepage do Journal of
Morphology (http://www.wileyinterscience.com/jmor). La vocé encontrarda um link
"Inscri¢do Online". Usando esse link, o autor correspondente serd instruido a criar uma
conta de usuario. Uma vez que a conta for criada, os manuscritos devem ser submetidos
através do "Centro de Autor”. Siga todas as instrugdes e preencha todos os campos
necessarios. Envie seu manuscrito e todas as figuras e tabelas em arquivos separados.
Depois que o manuscrito foi submetido com sucesso, os autores verdo uma tela de
confirmacao com o niumero de manuscritos e receber uma resposta de e-mail da redagao
do Journal of Morphology confirmando o recebimento do manuscrito. Se isso nao
acontecer, verifique a sua apresentacdo e/ou contato com o escritorio editorial da
jmorph@wiley.com.

IMPORTANTE: texto, figuras e tabelas devem ser apresentadas em arquivos separados
para assegurar que a apresentacao seja bem sucedida.

Para evitar possiveis atrasos no processamento de sua apresentagdo, os arquivos devem
ser enviados nos seguintes formatos

e One. doc arquivo com textos e citagdes
e (ada figura em um arquivo separado. tif ou. formato eps
e Tabelas querem tudo em um. doc , ou em separado. doc arquivos

Consulte a secdo diversa deste documento para as restricdes de formato/orientacdes.

Nio enviar cépias em papel — e- mail do seu manuscrito para o Editor. Certifique-se
de manter uma copia eletronica que seja idéntica a versao que vocé€ enviou online. Se
vocé tiver alguma duavida sobre o processo de submissdo, por favor, enviar e-mail da
redacdo na jmorph@wiley.com.
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Atencdo: Este post niao aceita os documentos do Microsoft Word 2007 neste
momento. Por favor, use "Salvar como Word" op¢ao para salvar o documento
como um velho (. doc) o tipo de arquivo.

Os manuscritos devem ser submetidos em Inglés (estilo americano), e devem ser em
espaco duplo com fonte ndo inferior a 12 cpi e margens de 3 cm por toda parte. As
paginas devem ser numeradas consecutivamente a partir do titulo até as referéncias. A
paginacao devera iniciar comecando com a pagina titulo, colocando o sobrenome do
primeiro autor e o nimero da pagina no canto superior direito de cada pagina.

Revista Cover Obra. Juntamente com o manuscrito, os autores sio bem-vindos a
apresentar uma fotografia original ou outros trabalhos artisticos que ilustra suas
pesquisas para possivel uso na capa da edicdo em que o artigo aparece. Esta obra ¢
apresentada com o entendimento de que nao tenha sido publicado anteriormente, que o
autor tem direitos de autor, e que o autor concede autorizagdo Wiley- Liss para publicar
a fotografia como uma imagem da capa, caso sejam escolhidas as imagens de
candidatos para o jornal podem ser submetidos eletronicamente como arquivos TIF.

Preparacdo do manuscrito. Os manuscritos devem ser divididos em divisdes mais
importantes, dada a seguir na ordem indicada.

Pagina de titulo. A primeira pagina do manuscrito devera constar o titulo completo do
trabalho, os nomes dos autores e suas filiagdes; um titulo curto (ndo mais de 40
caracteres, incluindo espagos), € nome, enderego postal, enderegco de e-mail e numero de
telefone da pessoa a quem a correspondéncia editorial, as provas de pagina e pedidos de
separatas deve ser enviada.

Abstrato. O resumo deve ser uma condensacdo factual de todo o trabalho, incluindo
uma declaracdo de sua finalidade, uma declarag¢do sucinta de projeto de pesquisa, uma
descricdo clara dos resultados mais importantes, e uma apresentacdo concisa de
conclusdes. Os resumos ndo devem ultrapassar 300 palavras. Trés a seis palavras-chave
para uso na indexa¢do devem ser listadas logo abaixo do resumo.

Texto. O corpo de Investigagcdo. Os artigos devem ser organizados nas seguintes secoes:
Resumo, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Agradecimentos. A
secao de Métodos deve incluir a data e local do estudo. A secao de Métodos deve incluir
também uma declaracdo de que o cumprimento de protocolos de pesquisa aprovados
pelo comité de cuidados institucionais adequados com animais e respeitados os
requisitos legais do pais em que a pesquisa foi conduzida. A secdo Resultados deve
incluir os valores essenciais de todos os testes estatisticos citados para apoiar
declaracdes relativas a resultados, além de resumir dados de chaves usando tabelas e
figuras, sempre que possivel. As medigdes devem ser apresentadas em unidades
métricas e abreviadas, de acordo com o Instituto Americano de Ciéncias Bioldgicas
Style Manual for Biological Journals. Artigos de Revisdo poderdo desviar-se deste
estilo de organizacdo, mas deve incluir um Resumo, Introdu¢do, Discussdo e
Agradecimentos.
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Referéncias. Estilos Wiley 's Journal estdo agora em EndNote. EndNote ¢ um software
que recomendamos aos autores a nossa revista para ajudar a simplificar e agilizar o
processo de investigacdo. Usando ferramentas de gestdo bibliografica EndNote, vocé
pode pesquisar bases de dados bibliograficas, construir e organizar sua colecdo de
referéncia, e entdo imediatamente a saida de seu bibliografia em qualquer estilo revista
Wiley. Para baixar o estilo de referéncia para este jornal, ou para adquirir uma céopia do
EndNote, va para o seguinte URL: www.interscience.wiley.com/jendnotes.

No texto, as referéncias devem ser citadas consecutivamente com o sobrenome do autor
e ano da publicagdo entre parénteses. A lista de referéncias deve ser disposta em ordem
alfabética pelo sobrenome do primeiro autor. Abreviaturas de titulos de periddicos
devem seguir as utilizadas no Index Medicus.

Os artigos: King VM, DM Armstrong, R Apps, JR Trott. 1998. Aspectos numéricos do
pontine, reticular lateral, inferior e com duas proje¢des olivar paravermal zonas corticais
do gato cerebelo. J Neurol Comp 390:537-551.

Livros e Monografias: Voet D, JG Voet. 1990. Bioquimica. New York: John Wiley &
Sons. 1223 p.

Dissertacées: RE Ritzmann. 1974. O mecanismo de rotura de Alpheid camarao
[dissertacdo]. Charlottesville (VA): University of Virginia. 59 p. Disponivel em:
Universidade Microfilmes, Ann Arbor, MI; AAD74 -23.

Capitulos de Livros: Gilmor ML, ST Rouse, CJ Heilman, NR Nash, Al Levey. 1998.
Receptores proteicos de fusdo e analise. In: Ariano MA, editor. Localizag¢do do receptor.
New York: Wiley- Liss. p 75-90.

Tabelas. As tabelas devem ser intituladas e numeradas de acordo com a ordem de sua
aparéncia, cada tabela deve ser colocada em uma pagina separada. Todas as tabelas
devem ser citadas no texto com o posicionamento aproximado claramente definido.

As legendas. A legenda descritiva deve ser fornecida para cada figura e deve definir
todas as abreviaturas utilizadas nele.

Figuras e ilustragoes. Cada figura deve ser de alto contraste em uma pagina separada
com o numero da figura claramente indicado. Todos os valores de cor serdo
reproduzidos em cores na Edi¢dao online da revista, sem nenhum custo para os autores.
Para a versdo impressa de figuras em cores sdo livres, a critério dos editores. Apenas 0s
valores em que a cor ¢ necessaria para comunicar informagdes sdo elegiveis para
impressao livre. Os autores desejam ter outras figuras impressas em cores que sao
obrigados a pagar o custo de reprodugdo de figuras em cores na impressao.

Diverso
O Editor e Publisher reservaram o direito de retornar ao autor para revisdo manuscritos
e ilustragdes que ndo estdo na forma final adequada.
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Depois de um manuscrito submetido para publicagdo tem sido aceite na sequéncia da
revisdo, o autor sera convidado a assinar um acordo de transferéncia de direitos autorais
transferéncia de direitos ao editor, que reserva de direitos autorais.

Provas. Um conjunto de paginas e ilustracdes provas serd enviado ao autor por e-mail
do editor. Todas as corre¢des devem ser claramente marcadas.

Reimpressées. Reprodugdes podem ser compradas em pregos cotados no formulario de
pedido de reimpressdo. Reprint ordens devem ser devolvidos com as provas. E
importante para a ordem inicialmente uma quantidade suficiente de reimpressdes, ja que
o preco ¢ substancialmente maior se eles estdo ordenados depois que o papel tenha sido
publicado. Reprodugdes de antncios e resenhas de livros estdo disponiveis através do
regime especial somente.

Informacdes de Suporte. Os autores sdo encorajados a apresentar informacao de apoio
que poderiam ajudar os leitores a compreender os resultados dos autores e, quando
necessario para garantir que os limites da pagina sdo cumpridos. Informagdo de apoio
para os artigos publicados no Journal of Morphology estara disponivel na versao online
da revista. Esta informa¢do de acompanhamento pode incluir (mas ndo estd limitado a)
figuras, tabelas, videos, grandes se¢des de filmes (QuickTime ou MPEG), conjuntos de
dados, codigo de programa, arquivos eletronicos e graficos. Informagdo de apoio deve
ser apresentada no momento da revisao pelos pares, embora os revisores e editores
também possam sugerir que os dados ou tabela(s) serem fornecidos como informagao
de apoio durante o processo de revisdo. Cada pedaco de informagdo de apoio deve ser
referenciado no texto. Informag¢do de apoio deve ser numerada em ordem, mas,
independentemente dos dados constantes do artigo principal, por exemplo, S- Figura 1
indica uma figura que se segue uma figura no texto principal. Por favor, note que as
informacdes de apoio nao sao editadas pela editora apds a aceitagdo final dos editores, e
foi colocada online no formato em que ¢ fornecido.

Orientacdes complementares para a apresentacao eletronica, através do Website
submissao

Texto: Os arquivos de texto, incluindo tabelas, anexos e citagdes de literatura, devem
estar em formato Microsoft Word ou rtf.

Figuras e ilustragcdes: Software e formato. O formato recomendado para todos os
arquivos de ilustragdo ¢ TIFF ou TIF. JPG e no formato JPEG, ndo serdo aceitos. EPS
(com preview) ¢ aceitavel, mas ndo ¢ recomendado. Nao submeta formatos aplicativo
nativo.

Resolucio. Jornal reproducao qualidade exigira arquivos em tons de cinza e cores com
resolugdes rendendo cerca de 300 ppi. Bitmapped arte de linha deve ser apresentado em
resolucoes rendendo 600-1200 ppi. Essas resolugdes referem-se ao tamanho de saida do
arquivo, se vocé antecipa que suas imagens serdo ampliadas ou reduzidas, as resolucgdes
devem ser ajustadas em conformidade. Os nomes de arquivo. Ilustracao arquivos deve
ser dada a duas - ou trés letras extensdo que identifica o formato de arquivo usado (ie.
tif. eps).
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