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RESUMO

Introducgao: A articulagao temporomandibular (ATM) pode ser afetada pelos mesmos
processos patoldgicos de outras articulagcbes do organismo. A osteoartrite (OA) é a
desordem de origem articular que mais acomete a ATM e é caracterizada pela
degeneragdo dos tecidos ao seu redor. A OA possui etiologia complexa e a ma
oclusdo é considerada um fator de risco por criar areas de trauma na cartilagem
articular da mandibula (CAM), aumentando a produg¢ao de enzimas que degradam a
cartilagem, como as agrecanases e metaloproteinases (MMPs), que séo por sua vez
reguladas por seus inibidores teciduais (TIMPs). Dentre os 4 tipos de TIMPs
existentes, a TIMP-1 é a mais importante pois além de reguladora tecidual das MMPs,
desempenha papel de molécula sinalizadora em processos biolégicos importantes.
Objetivo: Investigar os aspectos morfoléogicos da CAM diante de ma oclusao
experimental e avaliar as mudancas na expressdo de TIMP-1. Métodos: Foram
utilizadas 24 fémeas de ratos Wistar com 8 semanas de vida divididas em grupo
controle e tratado, com dois tempos experimentais (2 e 4 semanas). Os animais foram
submetidos a uma desordem oclusal sagital através da movimentagao mesial dos
primeiros molares e distalizagao dos terceiros unilateralmente e em lados opostos das
arcadas. Ao final de 2 e 4 semanas, as alteracbes morfolégicas na CAM foram
avaliadas. A expresséo de TIMP-1 foi detectada por técnica imuno-histoquimica. As
analises quantitativas foram feitas através de software de imagem e passaram por
analise estatistica através da aplicagdo dos testes Qui Quadrado e Mann Whitney.
Resultados: Animais tratados por 2 e 4 semanas apresentaram alteracdes
degenerativas na CAM caracteristicas de OA. Os principais achados foram
espessamento do ter¢o posterior, desarranjo das camadas, atividade osteoclastica e
formacao de ostedfito. Presenga de condrdcitos com nucleo condensado e redugao
do citoplasma foram observados e caracterizam menor atividade celular. A expressao
de TIMP-1 nos animais controle foi observada apenas na camada madura. Ja nos
tratados, células imunopositivas foram encontradas nas camadas proliferativa e
madura, sendo que nos animais tratados por 2 semanas o tergo posterior apresentou
maior numero de células imunomarcadas do que o grupo controle (P= 0.0291).
Conclusao: O estudo demonstrou que uma desordem oclusal pode levar a respostas

degenerativas na CAM acompanhadas de alteragcdes na expresséo de TIMP-1.



Palavras-chave: Articulacao Temporomandibular, Osteoartrite, Ma Ocluséo, Inibidor

Tecidual de Metaloproteinase-1.



ABSTRACT

Background: The temporomandibular joint (TMJ) can be affected by the same
pathological process as the other joints in the human body. Osteoarthritis (OA) is the
most common temporomandibular disorder and it is characterized by the degeneration
of the cartilage tissue and even the bone below. OA has a complex etiology and
disordered occlusion is considered a risk factor because it can create a compression
of the cartilage tissue leading to the expression of various cytokines and chemokines,
such as the matrix metalloproteinases which activity is regulated by the tissue
Inhibitors of the metalloproteinases (TIMP). Among the four existing types of TIMP,
TIMP-1 is the most important because it can act as a signaling molecule independent
of MMP inhibition thereby influencing important biological processes. Aim: To
investigate the responses of mandibular condylar cartilage to experimentally induced
disordered occlusion and to evaluate changes in the expression of the TIMP-1
molecule. Methods: Twenty-four female Wistar rats at the age of 8 weeks were
enrolled in this study. The animals were randomly divided into experimental and control
groups and further divided into four subgroups for two time points (2 and 4 weeks).
Experimentally induced sagittal disordered occlusion were created by moving the first
molars mesially and distalizing the third molars unilaterally and in opposite sides of the
dental arches. At the end of two and four weeks, remodeling of the mandibular condylar
cartilage was assessed. Protein expression of TIMP-1 were investigated by means of
immunohistochemical staining. The quantitative analysis were made through an image
software and statistical analysis by chi-square and Mann-Whitney tests were
performed. The statistical significance was defined as P< 0.05. Results: In the 2- and
4-week experimental groups OA-like changes were observed. The most common
changes were the increased thickness of the posterior third, disarrangement of the
layers disposition, osteoclastic activity and osteophyte formation. Also were found
cellular alterations that took form of pyknotic nuclei and condensed cytoplasm
chondrocytes and characterize diminution of metabolic activity. The TIMP-1 expression
was shown in the mature layers of the control group. However, in the experimental
group, immunopositive cells were found in the proliferative and mature layers being
that the posterior third of the 2-week experimental group presented a higher level of

TIMP-1-positive cells when compared to the correspondent control (P= 0.0291).



Conclusion: The present results indicate that the experimentally created disordered
occlusion led to degenerative responses accompanied by changes in the expression

of TIMP-1 in mandibular condyle cartilage.

Keywords: Temporomandibular Joint, Osteoarthritis, Malocclusion, Tissue Inhibitor of

Metalloproteinase-1.
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1 INTRODUGAO GERAL

A articulagcao temporomandibular (ATM) é uma das mais complexas articulagcdes do
corpo humano e parte do sistema estomatognatico. E responsavel pelos movimentos

mastigatorios e por outras atividades funcionais, como fala e deglutigdo.’

Os elementos 6sseos que formam a ATM sao a fossa mandibular e tubérculo articular
do osso temporal superiormente, e a cabeca da mandibula inferiormente. Situado
entre essas duas superficies 6sseas, existe um disco articular bicbncavo, que permite
o deslize 6sseo, acomodando o estresse gerado pela rotagéo e translagao da cabeca

da mandibula durante a abertura e fechamento da boca.?

A cartilagem articular da mandibula (CAM) é uma estrutura especializada presente na
superficie da cabeca da mandibula. Durante o periodo de crescimento, a CAM
manifesta as fungbes de crescimento endocondral da mandibula e de cartilagem
articular; no entanto, ao final do crescimento essa estrutura funciona apenas como

cartilagem articular.?

Durante o periodo de crescimento, a CAM é composta de cinco camadas. A camada
mais superficial € chamada camada fibrosa. Ela é encontrada adjacente a cavidade
articular e forma a superficie funcional mais externa. A segunda, camada proliferativa,
é formada por células indiferenciadas, com formato poligonal, que dardo origem aos
condroblastos e fibroblastos. Na terceira, a camada de transi¢do, as células possuem
formato achatado e citoplasma comprimido. A quarta é chamada de camada madura
e nela os condrdcitos bem diferenciados possuem formato ovoide e polaridade celular.
Na quinta ou camada hipertrofica, os condrécitos se tornam hipertréficos, morrem, tém
seu citoplasma evacuado e a matriz de cartilagem é mineralizada. Ao final do
crescimento, a estrutura organizacional da CAM se torna similar a cartilagem articular

dos ossos longos, e consiste em trés camadas: fibrosa, proliferativa e madura.*

Dentre os componentes celulares e moleculares da CAM, estao os condrécitos, fibrilas
colagenas, proteoglicanos e glicoproteinas que formam a matriz extracelular (MEC).
O colageno tipo Il é o principal componente da MEC da cartilagem articular, sendo
responsavel pela dureza, forgca de tenséo e resisténcia a compressao desse tecido.
Os proteoglicanos, do tipo agrecano, sdo o segundo maior componente da CAM e

estdo conectados a uma cadeia de acido hialurénico formando agregados que
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constituem uma parte importante da matriz. Estes agregados sdo muito hidrofilicos e
estao entrelagados por toda a rede de colageno. As interagdes fisicas entre as fibrilas
de colageno e os proteoglicanos podem ocorrer de duas formas: primeiramente, as
cargas negativas dos grupos de proteoglicanos podem atrair as cargas positivas do
colageno e segundo, existe uma interagao friccional entre a fina rede de colageno e o
agrecano, sem que haja ligagado covalente. Como estes conjuntos tendem a reter
agua, a matriz se expande e a tenséo nas fibrilas colagenas neutraliza a pressao

proveniente do inchago dos agregados de proteoglicanos.®

Os condrdcitos sdo importantes células do tecido articular, responsaveis pela sintese,
incorporagao e organizagao de componentes da MEC. O equilibrio apropriado dessas
fungdes resulta na manutengdo da cartilagem e suas fungdes biolégicas ao longo da
vida. Mudangas mecanicas no ambiente dessas células s&o capazes de alterar as

atividades anabdlicas e catabolicas, levando a doengas degenerativas da cartilagem.®

As desordens temporomandibulares (DTM) sdo um conjunto de problemas clinicos
que envolvem os musculos da mastigacao, as ATMs com suas estruturas associadas,
ou ambas.® Seus sintomas caracteristicos incluem dor a palpagdo muscular e/ou
articular, fungdo limitada e ruidos articulares. Segundo revisdo sistematica da
literatura, a prevaléncia desses sintomas varia consideravelmente dependendo do
estudo analisado, atingindo 9 a 16% da populacéo se forem adotados os Critérios

Diagnosticos de Pesquisa em Disfungdo Temporomandibular (RDC/TMD).”

Em geral, as DTMs podem ser divididas em desordens articulares e n&o articulares.
Essas desordens sido sinbnimos de condi¢des intracapsulares e extracapsulares,

respectivamente.®

A osteoartrite (OA) é a desordem temporomandibular de origem articular que mais
acomete a ATM. Ela é caracterizada pela degeneragédo dos tecidos mineralizados e
nao mineralizados ao redor da articulagcdo podendo afetar a cartilagem, o osso
subcondral e a membrana sinovial causando remodelagao, abrasao da cartilagem
articular e deterioracdo. E estimado que 8 a 16% da populacdo mundial sofra dessa
doenca na ATM.®
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A osteoartrite da articulagao temporomandibular (OAATM) possui uma etiologia
complexa e multifatorial. Segundo a Academia Americana de Dor Orofacial, a ma
oclusdo é um fator de risco por provocar deslocamento da cabeca da mandibula,
causando areas de trauma na CAM e um processo inflamatério continuo. Esse trauma
mecanico inicia uma série de mudangas biomoleculares nos tecidos da articulagao
estimulando uma resposta imune, através da liberagdo de varios mediadores

inflamatorios da MEC.°

Dentro desse contexto, ocorreram progressos no estudo dos mecanismos
moleculares que envolvem a artrite degenerativa das ATMs. Foi demonstrado que a
sobrecarga mecanica € capaz de desencadear uma cascata de eventos que envolvem
a producao e liberagdo de radicais livres, citocinas, catabdlitos, neuropeptidios e
enzimas que processam a MEC, o que pode resultar em alteracdes importantes na
CAM. 0

Existem varios fatores envolvidos na degeneragdo da CAM diante da OA, como a
elevada expressao e atividade de enzimas proteoliticas. As metaloproteinases da
matriz (MMPs) sdo enzimas normalmente envolvidas na formacgao, remodelamento e
reparo dos tecidos. Nessa familia de enzimas estao as colagenases (MMP-1, MMP-8
e MMP-13), as gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisina-1 (MMP-3) e MMP tipo |
de membrana (MMP-14)."" A MMP-3 é secretada por fibroblastos, células sinoviais e
condrocitos e atua como a protease mais importante na cartilagem. Além de degradar
a maior parte dos componentes da MEC, como o agrecano, a membrana basal,
elastina, laminina, e outros, também ativa a MMP-9 (gelatinase B), que usa os
colagenos tipo Il, IV e V como substrato e desempenha papel relevante no

desenvolvimento da OA."?

Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) sdo uma familia de proteinas
presentes no meio extracelular responsaveis pela regulacdo endégena das MMPs. O
genoma humano possui quatro genes codificadores das TIMPs designados como
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Seu tamanho varia de 22 a 28 kDa, dependendo
da presenca e do grau de glicosilagdo. Os 4 tipos de TIMPs existentes s&do 40%
idénticos entre si e possuem dois dominios estruturais: um dominio N-terminal, que
possui a propriedade da atividade inibitéria das MMPs e, um dominio C-terminal,

importante na complexa formagao das pro-enzimas. As TIMPs podem ser reguladas
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a nivel transcripcional por varias citocinas e fatores de crescimento, resultando em
expressao induzida, constitutiva ou tecido-especifica. Apesar de sua proximidade
estrutural, as TIMPs diferem em diversos aspectos incluindo solubilidade, interacéo

com as MMPs e regulacdo da expressao. '

As TIMPs sao moléculas bem reconhecidas pelo seu papel na remodelacdo da MEC.
Os quatro tipos de TIMPs possuem a capacidade de regular a atividade das 23 MMPs
existentes. A homeostase dos tecidos € atingida através de um equilibrio entre a
atividade proteolitica das MMPs e a expressao de TIMP. Niveis elevados de
TIMPs/MMPs podem resultar em doencas associadas com alteragbes da MEC,
inflamacéo, crescimento e migragéo celular, como artrite, doencgas cardiovasculares,

cancer, doengas pulmonares, desordens neuroldgicas, nefrites e ulceragao tecidual.’

A TIMP-1 foi a primeira molécula reguladora de MMPs descoberta. Ela esta presente
de forma soluvel na superficie celular dos tecidos e sua expressao nas células é
regulada por fatores de crescimento e citocinas. Além da sua atividade reguladora das
proteases que processam a MEC, a TIMP-1 atua como molécula sinalizadora com
atividades similares a citocinas, influenciando varios processos biolégicos que incluem
crescimento celular, apoptose, diferenciagdo, angiogénese e oncogénese. Essa
enzima possui a capacidade de se ligar a receptores de membrana especificos,
induzindo respostas celulares por diferentes vias de sinalizagdo.'® Em termos de
inibicdo de MMP, o dominio N-terminal da TIMP-1 possui alta especificidade a MMP-
9, estando a sua mudancga de expressao associada aos processos inflamatérios que

ocorrem na OA.16

Modelos animais de OAATM sdo uma importante abordagem no intuito de investigar
a etiologia e patogénese da doenga ja que a obtengdo de amostras clinicas de
pacientes com OAATM representa um grande desafio para pesquisa. Trabalhos
anteriores testaram como a oclusdo anormal, com alteracao na distribuicdo da forca
oclusal ou interferéncia na via oclusal livre, seria biomecanicamente prejudicial a ATM.
Os resultados demonstraram presenca de inflamagao e remodelacéo da cartilagem e
0sso subcondral durante os estagios primarios da OA, além da mudancga de expressao
de MMPS, TIMPs, proteoglicanos, citocinas e vias de sinalizagdo, associadas ao

deslocamento da cabega da mandibula, trauma e cargas excessivas resultantes das
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mas oclusdes. Esse € um possivel caminho para melhor entendimento do mecanismo

envolvido no surgimento e progressdo da OAATM."
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar aspectos morfolégicos e a expressdo de TIMP-1 em CAM de ratos em

condicdo de ma oclusao experimental em dois tempos experimentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar e identificar os aspectos morfoldgicos de normalidade na CAM de animais

em idade adulta.

2. Analisar os aspectos morfolégicos da CAM em animais em idade adulta submetidos

a ma oclusao por duas e quatro semanas.

3. Analisar a expressao de TIMP-1 nas camadas fibrosa, proliferativa e madura da
CAM em animais em idade adulta submetidos a ma oclusdo por duas e quatro

semanas.
4. Caracterizar o padrao de expressao de TIMP-1 nas camadas fibrosa, proliferativa e

madura nos animais em idade adulta sem alteracédo na oclusao.

5. Comparar os aspectos morfoldgicos e o padrao de expressao de TIMP-1 entre os

animais com e sem alteragéo na oclusao por duas e quatro semanas.
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Resumo

Introdugdo: A osteoartrite (OA) é caracterizada pela degradacdo da cartilagem
articular e sua ocorréncia na articulagdo temporomandibular (ATM) pode estar
associada a presengca de desordens oclusais. Os objetivos da pesquisa foram
investigar as alteragdes morfolégicas e o padrdo de expressdo de TIMP-1 na

cartilagem articular da mandibula (CAM) em condigdo de ma oclusédo experimental.

Métodos: Foram utilizadas 24 fémeas de ratos Wistar com 8 semanas de vida divididas
em grupo controle e tratado, com dois tempos experimentais (2 e 4 semanas). Mas
oclusdes sagitais foram criadas ortodonticamente, causando movimentagao mesial
dos primeiros molares e distalizacdo dos terceiros unilateralmente e em lados opostos
das arcadas. Cortes sagitais das ATMs foram obtidos para processamento histologico.
Imuno-histoquimica foi realizada para TIMP-1 e as células marcadas foram contadas

e analisadas estatisticamente.

Resultados: Animais tratados por 2 e 4 semanas apresentaram alteragdes
degenerativas na CAM caracteristicas de OA. Os principais achados foram
espessamento do ter¢o posterior, desarranjo das camadas, atividade osteoclastica e
formacado de ostedfito. Entre os aspectos celulares, presenca de condrocitos com
nucleo condensado e reducdo do citoplasma foram observados. A expressédo de
TIMP-1 nos animais controle foi observada apenas na camada madura. Ja nos
tratados, células imunopositivas foram encontradas nas camadas proliferativa e
madura, sendo que nos animais tratados por 2 semanas o ter¢o posterior apresentou

maior numero de células imunomarcadas do que o grupo controle (P<0.05).

Conclusoes: O estudo demonstrou que uma desordem oclusal pode levar a respostas

degenerativas na CAM acompanhadas de alteragdes na expressao de TIMP-1.

Palavras-chave: Articulacao Temporomandibular, Osteoartrite, Ma Oclusao, Inibidor

tecidual de Metaloproteinase-1.
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3.1.1 Introducgao

A articulagao temporomandibular (ATM) é uma articulagcdo sinovial que executa os
movimentos mais complexos do corpo humano. Ainda, € o unico sistema articular com
um ponto terminal rigido de fechamento, os dentes, o que estabelece uma
interdependéncia de formacéao estrutural e estabilidade funcional entre a denticio e a
ATM. Assim, € de se esperar que alteragdes como perdas dentarias, restauragoes
incorretas, traumas, doencgas articulares e outros possam gerar modificacoes

adaptativas nessas estruturas.’

O deslocamento da cabeca da mandibula, que ocorre nas alteragdes oclusais, pode
causar mudangas biomecanicas na ATM, resultando em sobrecarga nos tecidos
articulares. Como qualquer cartilagem articular, a cartilagem articular da mandibula
(CAM) é principalmente uma barreira para o estresse biomecanico. Apesar de sua
habilidade de remodelacdo, quando submetida a cargas nao fisiolégicas, sua
adaptacgado pode ser ndo funcional e causar alteragdes estruturais.? Essas alteragoes
podem evoluir para a osteoartrite (OA), caracterizada pela degradacdo e perda da
CAM, aumento da espessura do platd ésseo com formagdo de ostedfitos e
remodelacdo dssea.® Estudos epidemioldgicos demonstraram que 8 a 16% da
populacgdo sofrem de OA da ATM (OAATM).4

Em circunstancias normais, as células da CAM mantém um equilibrio entre atividades
anabdlicas e catabdlicas e expressam diferentes moléculas que participam do
processo de remodelacdo da ATM em resposta as demandas funcionais. Dentro
desse contexto, estdo as enzimas proteoliticas da familia das metaloproteinases da
matriz (MMPs). No ambito da OA, a MMP-3 atua como a protease mais importante no
processamento da cartilagem, degradando importantes componentes da matriz
extracelular (MEC). Além disso, ativa a MMP-9, que utiliza os colagenos do tipo Il, IV
e V como substrato, desempenhando relevante papel no desenvolvimento e

progressao da doenga.®

A atividade das MMPs é precisamente regulada sob condigbes fisioldgicas por
inibidores endogenos, denominados inibidores teciduais de metaloproteinases da
matriz (TIMPs). Os quatro tipos de TIMPs existentes (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-

4) podem se ligar as MMPs com estequiometria de 1:1. Essas moléculas s&o
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normalmente encontradas no meio extracelular e possuem identidade estrutural
similar. Um desequilibrio nos niveis de TIMPs e MMPs tem sido considerado fator

chave no desenvolvimento e progressao das desordens articulares.®

Embora as TIMPs tenham sido quase que exclusivamente examinadas na sua fung¢ao
como inibidoras de MMPs, evidéncias cientificas tém claramente indicado que essas
enzimas possuem atividades biologicas adicionais, como a sinalizacao celular. Essas
atividades, que sdo similares as de citocinas, incluem a regulagdo da proliferagao

celular, apoptose, diferenciagcdo e angiogénese.’

Trabalhos anteriores observaram que situagdes de sobrecargas articulares resultam
em ativagdo de sinais intracelulares e consequente sintese de MMPs e TIMPs.2 A
TIMP-1 esta presente de forma soluvel, na superficie celular, sendo ativada em
processos bioldgicos importantes, como crescimento celular, apoptose, diferenciagao,
angiogénese e oncogénese. A sintese e atividade dessa molécula dependem do tipo
celular e do contexto bioldgico no qual ela é expressa, contudo, pouco se conhece a
respeito dos mecanismos moleculares que envolvem as atividades da TIMP-1 nas
diferentes células em condigdes fisioldgicas e patoldgicas. A propriedade da TIMP-1
de atuar como citocina e reguladora das proteases da matriz evidencia seu papel
crucial na comunicagdo entre o meio intracelular e a MEC.° Em termos de
especificidade, a TIMP-1 se liga com alta afinidade a MMP-9 e, portanto, mudancgas
na sua expressao foram associadas aos processos inflamatérios que ocorrem na
OAATM.10.11

Assim, no intuito de melhor elucidar as alteragcdes que ocorrem na ATM diante de uma
desordem oclusal, o presente estudo buscou avaliar os aspectos morfologicos e a

expressao de TIMP-1 em CAM de ratos em condigdo de ma oclusao experimental.
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3.1.2 Materiais e métodos

Para a realizacao do trabalho, foram utilizadas 24 fémeas de ratos da raga Wistar com
8 semanas de vida. Os animais foram obtidos no Biotério do Centro de Ciéncias da
Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo. Todos os procedimentos passaram
pela aprovagdo na Comiss&o de Etica em Uso de Animais (CEUA), sob o nimero de
protocolo 50/2016 e foram realizados de acordo com suas diretrizes. Os ratos foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=6), sendo 2 grupos tratados e 2 grupos
controle. Nos grupos tratados, foram criadas mas oclusdes sagitais como previamente
descrito na literatura:3° Elasticos ortodonticos (1/8#; Morelli®, Sorocaba-SP) foram
inseridos entre o primeiro e segundo molares superiores esquerdos e entre o primeiro
e segundo molares inferiores direitos, de modo que a forga do elastico movimentasse
gradualmente os primeiros molares mesialmente, criando uma separagdo de
aproximadamente 0,8 mm apods 7 dias da instalagdo. Passado esse periodo, os
elasticos foram substituidos por cimento resinoso autoadesivo de polimerizagao dual
(MonoCem™; Shofu, San Marcos, CA), tomando-se cuidado para que a resina ndo
contactasse os dentes antagonistas, mantendo a separagcédo dentaria em posicao.
Finalizado o prazo de 2 semanas, o0 mesmo método foi utilizado para movimentar
distalmente os terceiros molares superior esquerdo e inferior direito. Dessa forma, foi
criada uma ma oclusdo na qual os molares foram deslocados de suas posi¢oes
originais, ndo havendo intercuspidacdo e engrenamento oclusal entre as arcadas
superior e inferior (Fig 1). Nos grupos controle, todos os animais foram submetidos
aos mesmos procedimentos dos grupos experimentais, exceto no que diz respeito a
instalagcdo do sistema para causar a desordem oclusal. Os animais foram
eutanasiados ao final da segunda (subgrupo T2: animais com 12 semanas de vida)
ou quarta semana (subgrupo T4: animais com 14 semanas de vida) apds a insergéo

do cimento resinoso na mesial dos terceiros molares.

Durante todo o processo, os animais foram mantidos em condi¢des de humidade,
dieta e temperatura controladas. O método anestésico empregado foi por
administragcao parenteral de 0,16 ml de Cetamina a 10%, associada ao relaxante
muscular Xilasina 1%, na dose de 0,1ml. Para eutanasia, a dose utilizada foi 3 vezes
maior que a dose anestésica. A Cetamina foi utilizada devido a sua longa vida util e

rapida atuagdo em roedores.?
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ApOs a eutanasia, os blocos de tecido contendo as ATMs direita e esquerda dos
animais foram dissecados e fixados em solu¢ao de paraformaldeido a 4% com pH 7,4
por 12 horas a 4°C e entado descalcificados com solu¢ao de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) a 10% com tampéao fosfato 0,1M e pH 7,4 por 6 semanas. Apds a
descalcificagdo, os tecidos ao redor das ATMs foram removidos, € o ramo da
mandibula foi exposto. As ATMs foram entdo desidratadas em uma sequéncia de
etanol e embebidas em parafina. Secgdes seriadas de 5 ym foram obtidas no plano
sagital das ATMs com auxilio de micrétomo (RM2135; Leica Microsystems, Nussloch,

Alemanha).

Os cortes histolégicos foram condicionados em laminas silanizadas Starfrost® (Knittel;
Brownschweig, Alemanha) e submetidos a técnica de coloragdo com hematoxilina-

eosina para analise de aspectos estruturais.

Para analise da expressdao de TIMP-1, os cortes foram submetidos ao método da
imunoperoxidase. O anticorpo utilizado foi o anti-TIMP1 gerado em coelhos com
diluigdo inicial de 1:100 (TIMP1 antibody orb195994, BIORBYT®). A imunodeteccgao
foi realizada com o Sistema Reveal (Spring/Biogen SPB-999) utilizando 3,3'-
diaminobenzidina como o cromogéno. As seccbes foram contrastadas com
Hematoxilina de Mayer. Tampéao citrato de pH 6,0 foi usado durante 15 minutos a 93°C
durante recuperacao antigénica. Os cortes foram incubados com o anticorpo primario
durante a noite numa camara umida mantida a 4°C. A seguir, a peroxidase enddgena
foi consumida por incubac&o durante 10 minutos com 3% de peroxido de hidrogénio
em temperatura ambiente. Bloqueio de proteina foi realizado por 10 minutos, também
em temperatura ambiente. Subsequentemente, as amostras foram incubadas com
sistema secundario de detecgdo de anticorpo de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os cortes foram lavados cuidadosamente com solugao salina tamponada
com fosfato durante todo o processo. As laminas foram montadas com DPX (Sigma-
Aldrich®; Saint Louis, Ml) e examinadas ao microscopio. Controle negativo (omisséo

do anticorpo primario) foi incluido.

As laminas imunomarcadas foram analisadas de forma cega e por um unico
investigador previamente calibrado. Para a leitura dos cortes e aquisi¢gao de imagens,
foi utilizado microscépio PrimoStar Zeiss com uma camera digital acoplada Zeiss

AxioCam ERCS5s (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha) e programa de imagens Axio
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Vision 4.8 Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH, Alemanha). A face articular da
CAM, definida como a area entre os pontos de inser¢cao anterior e posterior do disco
articular a cabega da mandibula, foi dividida em partes anterior, média e posterior (Fig.
2 A). De cada parte, foi selecionada uma secc¢ao incluindo as camadas fibrosa,
proliferativa e madura, além de parte do osso subcondral (Fig. 2 B). Para a analise
quantitativa da expressdao de TIMP-1, foram capturadas fotomicrografias com
dimensdes de 433,57x325,12mm (objetiva de 100X) de cada parte da CAM e essas
imagens foram analisadas utilizando-se o programa ImageJd1 (SciJava) para se

determinar o numero de células marcadas pela enzima nas diferentes camadas.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o software GraphPad (California, EUA). Na
analise comparativa dos achados morfolégicos entre os diferentes grupos tratados, foi
aplicado o teste Qui Quadrado. Ja para analise de TIMP-1, foi utilizado o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney na comparagao entre os grupos controle e tratados nos
diferentes tempos experimentais. Valores de P foram considerados significantes

quando menores que 0.05.
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3.1.3 Resultados

Quanto aos aspectos estruturais observados, os animais dos grupos controles de 2 e
4 semanas apresentaram a face articular com aspectos de normalidade, e as camadas
fibrosa, proliferativa e madura da CAM podiam ser claramente distinguidas. A MEC
estava distribuida igualmente, sendo possivel visualizar fibroblastos e condrdcitos
sem alteragdes e presentes de forma homogénea em suas camadas (Figs. 3 e 4; A,
BeC).

Ja nos animais dos grupos tratados, foram observadas alteragdes caracteristicas da
OA. No subgrupo T2 os seguintes achados foram encontrados: aparente redugao do
espaco infra-discal com provavel adesao entre o disco articular e a CAM (Fig. 3, D,
cabecas de setas); aparente espessamento do tergo posterior (Fig 3, E); aparente
espessamento da camada fibrosa (Fig. 3, F, *); espessamento dos tergos posterior e
médio da CAM, respectivamente (Fig. 3, G e H); desarranjo da CAM na interface com
0 o0sso subjacente (Fig. 3, |, elipse); presenca de osteoclastos com sugestdo de
reabsorcao 6ssea (Fig. 3, J, cabecgas de setas); presencga de condrécitos com nucleo
condensado e reducdo do citoplasma (Fig. 3, K, cabecas de setas); e fibrilagdo da

face articular (Fig. 3, L, cabecas de setas).

No subgrupo T4 foram observados: depdsito de componente eosinofilico na cavidade
articular (Fig. 4, D, elipse); adesao do disco articular a CAM (Fig.4, E, cabegas de
setas); aumento aparente da densidade de células da camada proliferativa (Fig. 4,
F, *); desorganizagdo da camada proliferativa, com aumento na densidade celular
(Fig. 4, G, *); redugcédo na densidade das células na camada fibrosa (Fig. 4, H, *);
presenca de ostedfito (Fig. 4, |, elipse); condrécitos com nucleos eosinofilicos (Fig.
4, J, cabegas de seta); defeito ésseo com desarranjo das camadas profundas da

CAM (Fig. 4, K, *), invasao vascular na CAM (fig. , L, cabegas de setas).

Dentre os diversos aspectos morfologicos observados, alguns estavam presentes em
um percentual maior. Em relacdo ao tempo experimental de 2 semanas, houve
destaque para: espessamento dos tergos posterior (83,33%) e médio (66,66%) da
CAM; aumento da espessura da camada fibrosa (83,33%) e atividade osteoclastica
com reabsorgdo Ossea (66,66%). No subgrupo T4, foram mais evidenciados o
aumento na espessura das camadas fibrosa (100%) e proliferativa (66,66%),
espessamento do ter¢co posterior da CAM (83,33%) e atividade osteoclastica com
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reabsorgao 0ssea (66,66%). A tabela | resume os achados morfologicos identificados

nos animais tratados por 2 e 4 semanas.

Na analise qualitativa de TIMP-1, foi possivel observar correspondéncias entre
algumas alteragdes teciduais e a presenga da enzima nos animais do grupo tratado,
além de alteracbes nas camadas que expressavam a enzima. Os principais achados
foram: aumento da expressao em condrdcitos (Fig. 5, A, *) e na MEC em areas de
desarranjo da CAM, com aparente invasdo da camada proliferativa nas camadas
subjacentes (Fig. 5, B, cabeca de seta); imunomarcagao em areas de espessamento
das camadas proliferativa e madura (Fig. 5, C, °, *); express&o da enzima na MEC em
area de desarranjo da camada proliferativa (Fig. 5, D, elipse); imunomarcagao de
areas com atividade osteoclastica (Fig. 5, E, cabecas de seta) e expressao da TIMP-
1 em area de desorganizagao da CAM as custas da camada proliferativa e condrécitos

com alteragdes morfoldgicas (Fig. 5, F, cabecga de seta).

Ainda em relagdo a analise quanlitativa da enzima, foi possivel observar que nos
animais controle de 2 e 4 semanas a contagem ficou restrita aos condrécitos da
camada madura (Fig. 6, A animal de 2 semanas; C, animal de 4 semanas). Ja nos
animais tratados, células imunopositivas foram identificadas nas camadas proliferativa
e madura (Fig. 6, B e D).

Na analise quantitativa, quando os grupos experimentais foram comparados aos seus
controles, houve aumento no numero de células com expressao de TIMP-1 no terco
posterior da CAM de animais tratados por 2 semanas (fig. 6, G P<0.05). Esse mesmo
dado nao foi encontrado nos tergos anterior e médio (Fig. 6, E e F P>0.05). Embora
os niveis de células marcadas pela TIMP-1 apresentaram aparente aumento nos
animais tratados por 4 semanas, a analise estatistica demonstrou que nido houve
diferenga na comparagdo com os animais controle nos diferentes tergos avaliados
(Fig. 6, H, | e J). A tabela Il resume os dados da distribuicao das células marcadas nos

diferentes tempos experimentais.
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3.2.4 Discussao

Os resultados obtidos sugerem a presenca de altera¢des degenerativas na CAM apds
o estabelecimento de uma desordem oclusal, o que demonstra um real desequilibrio
no microambiente da ATM. Esses achados estdo em concordancia com estudos

anteriores_3,5,1 1,13,14,15,16,17,18

A alteracéo de maior incidéncia no grupo T2 foi 0 espessamento do tergo posterior da
CAM. Em condigao de oclusdo normal, a cabega da mandibula localiza-se no centro
da fossa mandibular. A presenca de uma ma oclusao pode causar seu deslocamento
posterior, resultando em sobrecarga dos tecidos da regido durante o movimento de
fechamento mandibular.?2 Assim, é possivel indicar um efeito biomecanico anormal
criado pela instalagdo da desordem oclusal nessa regido da CAM. Sua provavel
resposta € o desenvolvimento de um processo de adaptagdo a nova condicao
fisiolégica, mas que pode evoluir para as alteragdes degenerativas encontradas nos

animais tratados.

Uma outra alteragdo também muito presente foi o aumento na espessura das
camadas fibrosa e madura em toda a extensdo da CAM em animais do grupo T4.
Estudo anterior descreveu aumento da espessura da CAM em 16 de 72 animais
tratados através de desordem oclusal sagital em diferentes tempos experimentais.
Ainda, os autores mencionam que o aumento na espessura foi primordialmente na
camada madura, seguido pela camada proliferativa, sendo mais visivel no tergo
posterior da CAM.'® Pode-se sugerir que o aumento represente uma lesdo
degenerativa da cartilagem, mas também n&o excluindo a possibilidade de ser uma
resposta de regeneracao, o que com o tempo demonstraria o potencial de reparo dos

tecidos envolvidos.®

Ao compararmos os diferentes tempos experimentais dos animais tratados, embora a
analise estatistica ndo tenha apresentado diferencas, as alteragdes caracteristicas da
OA foram mais evidentes no subgrupo T2. Provavelmente, houve uma resposta
adaptativa inicial de remodelagao da cartilagem, o que ja foi previamente reportado.
Mas ainda ndo se pode afirmar que essas alteragcdes de fato representam uma
adaptagao diante de uma nova posi¢ao mandibular ou se houve regressao de lesbes

prévias para uma mudancga dentoalveolar.
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E reconhecido que a CAM possui a capacidade de se remodelar durante a vida toda
para que se adapte as mudangas em resposta a carga mecanica diante de demandas
funcionais, como oclusdo e mastigagdo.’®?° A MEC fornece a cartilagem articular
propriedades biomecanicas unicas, e por isso, a degradacédo de seus componentes
pode levar a doencas cronicas.?! Normalmente, a oclusdo de maxima intercuspidagao
suporta as forcas mastigatérias porque pode distribui-las pelas areas de contato
dentarias.?? Nos animais tratados, ndo era possivel observar a relagdo cuspide/fossa
ou estabilidade da oclus&o habitual. Essa sobrecarga oclusal incidente sobre as ATMs

pode desencadear as alteragdes encontradas no estudo.

As TIMPs sao moléculas bem reconhecidas pelo seu papel na remodelagdo da MEC,
por serem inibidoras naturais das MMPs e por suas atividades sinalizadoras que
influenciam varios processos bioldgicos. A secrecao de TIMP-1 pode estar
relacionada intimamente com a mudanga nas quantidades de MMP-9 e MMP-3,
enzimas que degradam componentes importantes na manuteng¢ao da integridade da
CAM, como o colageno tipo 1.3 O padrdo de expressdo de TIMP-1 nos animais
tratados foi encontrado alterado quando comparado com os animais controle.
Enquanto que nos animais que nao sofreram a desordem oclusal a enzima ficou
restrita a camada madura, nos animais tratados sua expressao avangou para outras
camadas e também para a MEC. Também foi observada a expressdo da molécula em
areas de alteragdes estruturais da CAM, com aumento de células marcadas em
regides de espessamento e desarranjo das camadas, atividade osteoclastica e em
condrécitos morfologicamente modificados. Pode-se sugerir que o aumento dos niveis
de TIMP-1 esta relacionado a remodelagao tecidual, seja para degeneragcdo ou

adaptacao da cartilagem a nova posigao mandibular.

Ainda, ao avaliarmos a quantidade de células marcadas nos animais tratados por 2 e
4 semanas, observamos que a expressao foi maior no terco posterior da CAM dos
animais do subgrupo T2, quando comparados aos animais controle. Essa diferenga
de marcacao celular para a regiao posterior da CAM pode ser reflexo do deslocamento
da cabecga da mandibula mediante a instalagdo da desordem oclusal, causando assim,
um aumento da carga sobre as células e tecidos. Sabe-se que em condi¢gdes normais
esse ter¢o ndo é funcional, sendo a carga mastigatoria absorvida pelos tergos anterior
e médio da CAM.? Logo, pode-se sugerir que a resposta das células do tergo posterior

para a nova condicao foi em parte construida com maior producao de TIMP-1.
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Contudo, com o tempo o processo continuado de sobrecarga pode levar a uma
adaptacédo e remodelagao teciduais, o que pode explicar o fato do subgrupo T4
apresentar expressdo da enzima de maneira semelhante quando comparados os
animais controle e tratado. Usando modelo animal de OA no joelho, Le Graverand e
colaboradores??® analisaram as alteragdes celulares e moleculares ocorridas em 2
tempos do estabelecimento da doenca (3 e 8 semanas), tendo concluido que os niveis

de TIMP-1 estavam significativamente aumentados nos estagios iniciais (3 semanas).

A funcdo da TIMP-1 na patogénese de doengas inflamatérias ainda nao é
completamente conhecida. Estudo anterior comparou a quantidade dessa enzima no
liquido sinovial de pacientes com OA de joelho ativa e pacientes em controle. O nivel
de TIMP-1 em pacientes em estagio avangado da doenga foi muito maior,
demonstrando uma correlacao positiva entre a expressao de TIMP-1 e a severidade
da OA. Os autores concluiram que o diagnéstico de progressao da doenga pode ser
realizado através da detecgao do nivel de expressao de TIMP-1 na membrana sinovial

dos pacientes.?*

Trabalho realizado em modelo animal de OA em joelho e quadril, utilizou medicamento
a base de Tricostatina A (efetivo inibidor de deacetilases de histonas em mamiferos).
Apods o uso do medicamento, os autores observaram que a expressao de TIMP-1 foi
aumentada nos ratos com OA do joelho e do quadril quando comparados aos seus
controles. Ainda, nao foi detectado efeito direto na expressdo de MMP-1, MMP-3 e
MMP-13. Esses achados sugerem que a substancia utilizada imprimiu um aumento
nos niveis de TIMP-1, ao invés de transcricao reduzida de MMPs, o que poderia ser

considerado um efeito protetor para os tecidos acometidos pela doenga.?®

Quando analisamos os resultados encontrados, devemos considerar que, embora
existam evidéncias que sugerem o papel da sobrecarga oclusal no estabelecimento
de alteragbes estruturais que caracterizam a OA, existem diferengas anatdmicas e
fisioloégicas entre 0 modelo animal e os pacientes. De qualquer forma, os modelos
animais de OAATM sao reconhecidamente ferramentas eficazes para o estudo das

bases bioldgicas envolvidas na patologia, etiologia e progressao da doencga.
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3.2.5 Conclusao

A ma oclusao criada experimentalmente foi capaz de induzir uma resposta na CAM
que promoveu alteracées morfoldgicas, acompanhadas de mudancgas na expressao
de TIMP-1. Esses resultados demonstram que quando a oclusdo é modificada, os
tecidos sofrem alteracdes em diferentes proporgdes, o que com o tempo pode levar

ao estabelecimento da OA.
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3.2.6 Financiamento

Este trabalho foi apoiado pela Fundagao de Amparo a Pesquisa e Inovacgao do espirito
Santo (FAPES Universal 06/2014 Processo numero 67659870).
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Fig 1. Manipulagédo dos ratos e esquema do desajuste oclusal: A, instalacdo imediata do elastico
interproximal e B, aspecto apés 7 dias. C-D representam a estabilizacdo do GAP através de aplicacao
de cimento resinoso (setas). E- esquema oclusal dos ratos controle (acima) e tratados (abaixo). Nos
grupos tratados, 2 primeiros e 2 terceiros molares foram movidos de suas posigdes originais e perderam
a intercuspidagdo com seus antagonistas, resultando em uma ma oclusao experimental induzida
ortodonticamente. R, direito; L, esquerdo; M1, primeiro molar; M2, segundo molar; M3, terceiro molar.
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Fig 2. Metodologia de analise da CAM. A, secgdo sagital da ATM em animal controle de 12 semanas
de vida. Para avaliagdo das alteragdes estruturais e contagem das células imunopositivas, a face
articular da CAM foi dividida em tergos anterior, médio e posterior. B, secgéo sagital central da ATM em
animal controle de 12 de vida, mostrando as trés camadas da cartilagem, sendo: Fi- fibrosa; Pr-
proliferativa e Ma- madura. A: 40X; B: 400X. HE



Fig. 3: Aspectos teciduais e celulares da CAM de animais controle e tratados por 2 semanas. A-C
caracteristicas morfoloégicas normais da CAM nos animais do grupo controle: Fi- camada fibrosa; Pr-
camada proliferativa; Ma- camada madura. D-L Alteragdes morfolégicas da CAM nos animais tratados.
D- Aparente reducdo do espaco infra-discal com provavel adesado entre o disco articular e a CAM
(cabecgas de setas). E- Aparente espessamento do tergo posterior. F- Aparente espessamento da
camada fibrosa (*). G e H- Espessamento dos tergos posterior e médio da CAM, respectivamente. |-
Desarranjo da CAM na interface com o osso subjacente (elipse). J- Presenga de osteoclastos (cabegas
de setas) com sugestéo de reabsorgéo dssea. K- Presenga de condrécitos com nucleo condensado e
reducdo do citoplasma (cabegas de setas). L- Fibrilagdo da face articular (cabegas de setas). A e D:
40X; B, E-I: 100X; C, J-L: 400X. HE.
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Fig. 4: Aspectos teciduais e celulares da CAM de animais controle e tratados por 4 semanas. A-C
Caracteristicas morfoldgicas normais da CAM nos animais do grupo controle: Fi- camada fibrosa; Pr-
camada proliferativa; Ma- camada madura. D-L Alteragbes morfolégicas da CAM nos animais
tratados. D- Depdsito de componente eosinofilico na cavidade articular (elipse). E- Ades&o do disco
articular a CAM (cabegas de setas). F- Aumento aparente da densidade de células da camada
proliferativa (*). G- Desorganizagdo da camada proliferativa, com aumento na densidade celular (*).
H- Redugéo na densidade de células na camada fibrosa (*). |- Presengca de ostedfito (elipse). J-
Condrocitos com nucleos eosinofilicos (cabegas de setas). K- Defeito ésseo com desarranjo das
camadas profundas da CAM (*). L- Invasao vascular na CAM (cabegas de setas). A: 40X; B, D-l e K:
100X; C, J e L: 400X. HE.
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Fig. 5: Correspondéncia entre alteragbes teciduais e expressdo de TIMP-1 na CAM dos animais
tratados. A- Condrécitos imunomarcados nas areas de espessamento da camada madura (*). B-
Aumento da expressédo de TIMP-1 nos condrocitos e na MEC em éarea de desarranjo da CAM, com
aparente invasdo da camada proliferativa nas camadas subjacentes (cabega de seta). C-
Imunomarcagao em areas de espessamento das camadas proliferativa (°) e madura (*). D- Expressao
de TIMP-1 na MEC em area de desarranjo da camada proliferativa (elipse). E- Imunomarcacgao de areas
com atividade osteoclastica (cabegas de setas). F- Expressao de TIMP-1 em area de desorganizagéao
da camada proliferativa e condrécitos com alteragdo em sua morfologia (cabega de seta). A, B, C, D,
F: 100X; E: 400X. IHQ.
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Fig. 6: Imuno-histoquimica de TIMP-1 na CAM nos diferentes tempos experimentais. A-C expressao
de TIMP-1 em animais controle de 2 (A) e 4 semanas (C) demonstrou que a enzima foi observada de
maneira restrita e uniforme em condrécitos da camada madura. B-D mudangas na expressao da
enzima nos animais tratados de 2 (B) e 4 semanas (D) demonstrou que a expresséo de TIMP-1 nos
condrdcitos se estendeu para outras camadas da CAM e na MEC, sendo possivel identificar presenga
de células imunopositivas nas camadas proliferativa e madura da CAM. E-J Andlise quantitativa da
expressao de TIMP-1 nos tergos da CAM. E, F e G representam os graficos dos tergos anterior, médio
e posterior dos animais controle e tratados por 2 semanas, respectivamente. Pode-se observar que
nos tergos anterior e médio ndo ha diferenga entre os grupos (E e F), enquanto que no tergo posterior
dos animais do grupo tratado a expressdo da enzima foi maior do que nos animais controle (G,
p=0,0291). H, | e J representam os graficos dos tercos anterior, médio e posterior dos animais controle
e tratados por 4 semanas, nos quais nao houve diferenga entre os grupos avaliados. A, B, C, D: 400X.
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Tabelas

Tabela I: Distribuicido dos aspectos morfolégicos observados nos grupos
tratados

ASPECTOS ESTRUTURAIS ANIMAIS T2 (n=6) ANIMAIS T4 (n=6)

1/3 posterior aumentado 83,33%_(n=5) 83,33%_(n=5)
1/3 medio aumentado 66,66%_(n=4) 16,66%_(n=1)
Invaséo osso subjacente 1/3 posterior 50%_(n=3) 50%_(n=3)
Invas&do osso subjacente 1/3 médio 33,33%_(n=2) 16,66%_(n=1)
Invasao osso subjacente 1/3 anterior 33,33%_(n=2) 16,66%_(n=1)
Areas acelulares eosinofilicas 50%_(n=3) 33,33%_(n=2)
Camada madura aumentada 33,33%_(n=2) 33,33%_(n=2)
Camada proliferativa aumentada 33,33%_(n=2) 66,66%_(n=4)
Camada fibrosa aumentada 83,33%_(n=5) 100%_(n=6)
Redugéo do espago infra-discal 16,66%_(n=1) 50%_(n=3)
Aderéncia do disco & camada fibrosa 33,33%_(n=2) 50%_(n=3)
Presenga de fibrilagbes 16,66%_(n=1) 0%_(n=0)
Formacéo de ostedfito 16,66%_(n=1) 16,66%_(n=1)
Atividade osteoclastica 66,66%_(n=4) 66,66%_(n=4)
Presenga de vasos sanguineos 33,33%_(n=2) 50%_(n=3)
Condrécitos com nucleos eosinofilicos 50%_(n=3) 33,33%_(n=2)

Condrécitos com citoplasma condensado 33,33%_(n=2) 16,66%_(n=1)
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Tabela ll: Distribuicao das células marcadas para TIMP-1 nos tercos da CAM nos
diferentes tempos experimentais

TERCO ANTERIOR MEDIO POSTERIOR ANTERIOR MEDIO POSTERIOR
GRUPOS | T2 Cc2 T2 c2 T2 c2 T4 C4 T4 C4 T4 c4
MEDIA 12 8 14 14 18,5 13,67 12,67 8,67 | 14,67 | 12,33 17 16
SD 2,83 0 3,42 2,83 1,65 0,71
P 0,8953 0,9563 0,0291* 0,1372 0,3737 0,9616

* Teste de Mann-Whitney. Dados significativos considerando p > 0.05
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados demonstram que uma desordem oclusal induzida
ortodonticamente pode levar a alteracdes estruturais caracteristicas da OA, além de
mudangas na expressao e no padrao de distribuicdo da TIMP-1. Apesar de serem
necessarias futuras investigagdes a respeito dos mecanismos celulares e moleculares
gue associam a ma oclusdo com a sobrecarga da ATM, este estudo foi importante

para o entendimento do desenvolvimento dessa desordem temporomandibular.
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~

CERTIFICADO DE APROVAGAO NA COMISSAO DE ETICA NO USO

DE ANIMAIS

ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUVA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulade” Andlise de aspectos morfologicos e moleculares da articulagio temporomandibular em
mé oclusio experimental” Protocolo n".50/2016,50b a responsabilidade de Leticia Nogueira da Gama de Souza pertencentes

ao file Chordata, subfile Vertebrata (exceto o homem), que envolve a produglio, manutenciio efou utilizagio de
animais para fins de pesquisa cientifica(on ensino)encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11,794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal(CONCEA)e foi aprovade pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS(CEUA) DO(A) Centro de Ciéncias da Saiide-Maruipe-Vitéria-ES em 04-11-2016.

Vigéncia do Projeto | Inicio:Novembro/2016 Termino:laneiro/2020
Espécie/Linhagem | Ratos Wistar -

NO de Animals Experimento Piloto:2 Protocolo Experimental:24 Total:26
Peso/Idade Peso: 200g Idade:8 semanas

_Sexo Fémea

QOrigem ~ |Mamiferes

don Senkos
o o e i
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Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed
consent, which should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions
and releases must be obtained where an author wishes to include case details or other
personal information or images of patients and any other individuals in an Elsevier
publication. Written consents must be retained by the author and copies of the consents
or evidence that such consents have been obtained must be provided to Elsevier on
request. For more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or
Personal Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission
from the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any
patient included in any part of the article and in any supplementary materials (including
all illustrations and videos) must be removed before submission.
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Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single
PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required
to typeset your article for final publication. All correspondence, including notification of
the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

The AJO-DO uses a blind review process; the identity of the author and the location of
the research are concealed from the reviewers, and the identities of the reviewers are
concealed from the author. The following submission items are sent to reviewers during
the review process and should not contain any identifying information.

Manuscript * Figures * Tables * Other Material

The title page, which should contain complete author information, is not sent to
reviewers. In the manuscript, please pay special attention to Material and Methods and
Acknowledgments sections; wherever author is mentioned, use the "hidden" format in
Word to conceal it, or move it to the title page.

guidelines Submit Original Articles via EES: http://ees.elsevier.com/ajodo.
Before you begin, please review the guidelines below. To view a 7-minute video
explaining how to

prepare your article for submission, go to Video on Manuscript Preparation.

1. Title Page. Put all information pertaining to the authors in a separate document.
Include the title of the article, full name(s) of the author(s), academic degrees, and
institutional affiliations and positions; identify the corresponding author and include an
address, telephone and fax numbers, and an e-mail address. This information will not be
available to the reviewers.

2. Abstract. Structured abstracts of 200 words or less are preferred. A structured
abstract contains the following sections: Introduction, describing the problem; Methods,
describing how the study was performed; Results, describing the primary results; and
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Conclusions, reporting what the authors conclude from the findings and any clinical
implications.

3. Manuscript. The manuscript proper should be organized in the following sections:
Introduction and literature review, Material and Methods, Results, Discussion,
Conclusions, References, and figure captions. Express measurements in metric units,
whenever practical. Refer to teeth by their full name or their FDI tooth number. For style
guestions, refer to the AMA Manual of Style, 10th edition. Cite references selectively, and
number them in the order cited. Make sure that all references have been mentioned in
the text. Follow the format for references in "Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals" (Ann Intern Med 1997;126:36-47);
http://www.icmje.org. Include the list of references with the manuscript proper. Submit
figures and tables separately (see below); do not embed figures in the word processing
document.

4. Figures. Digital images should be in TIF or EPS format, CMYK or grayscale, at least 5
inches wide and at least 300 pixels per inch (118 pixels per cm). Do not embed images in
a word processing program. If published, images could be reduced to 1 column width
(about 3 inches), so authors should ensure that figures will remain legible at that scale.
For best results, avoid screening, shading, and colored backgrounds; use the simplest
patterns available to indicate differences in charts. If a figure has been previously
published, the legend (included in the manuscript proper) must give full credit to the
original source, and written permission from the original publisher must be included. Be
sure you have mentioned each figure, in order, in the text.

5. Tables. Tables should be self-explanatory and should supplement, not duplicate, the
text. Number them with Roman numerals, in the order they are mentioned in the text.
Provide a brief title for each. If a table has been previously published, include a footnote
in the table giving full credit to the original source and include written permission for its
use from the copyright holder. Submit tables as text- based files (Word is preferred,
Excel is accepted) and not as graphic elements. Do not use colors, shading, boldface, or
italic in tables. Do not submit tables as parts A and B; divide into 2 separate tables. Do
not "protect" tables by making them "read-only." The table title should be put above the
table and not as a cell in the table. Similarly, table footnotes should be under the table,
not table cells.
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6. Model release and permission forms. Photographs of identifiable persons must be
accompanied by a release signed by the person or both living parents or the guardian of
minors. Illustrations or tables that have appeared in copyrighted material must be
accompanied by written permission for their use from the copyright owner and original
author, and the legend must properly credit the source. Permission also must be
obtained to use modified tables or figures.

7. Copyright release. In accordance with the Copyright Act of 1976, which became
effective February 1, 1978, all manuscripts must be accompanied by the following written
statement, signed by all authors: "The undersigned author(s) transfers all copyright
ownership of the manuscript [insert title of article here] to the American Association of
Orthodontists in the event the work is published. The undersigned author(s) warrants
that the article is original, does not infringe upon any copyright or other proprietary right
of any third party, is not under consideration by another journal, has not been previously
published, and includes any product that may derive from the published journal, whether
print or electronic media. I (we) sign for and accept responsibility for releasing this
material." Scan the printed copyright release and submit it via EES.
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8. Use the International Committee of Medical Journal Editors Form for the Disclosure of
Conflict of Interest (ICMJE Conflict of Interest Form). If the manuscript is accepted, the
disclosed information will be published with the article. The usual and customary listing of
sources of support and institutional affiliations on the title page is proper and does not
imply a conflict of interest. Guest editorials, Letters, and Review articles may be rejected
if a conflict of interest exists.

9. Institutional Review Board approval. For those articles that report on the results of
experiments of treatments where patients or animals have been used as the sample,
Institutional Review Board (IRB) approval is mandatory. No experimental studies will be
sent out for review without an IRB approval accompanying the manuscript submission.

Systematic Reviews and Meta-Analyses must be prepared according to contemporary
PRISMA (Preferred Reporting for Systematic Reviews and Meta-Analyses) standards. The
AJO-DO will screen submissions for compliance before beginning the review process. To
help authors understand and apply the standards, we have prepared a separate
Guidelines for AJO-DO Systematic Reviews and Meta-Analyses. This guide includes links
to a Model Orthodontic Systematic Review and an accompanying Explanation and
Elaboration document.

These guidelines are supplemental to the Guidelines for Original Articles, which describe
how to meet general submission requirements, such as figure formats, reference style,
required releases, and blinding.

Systematic Review and Meta-Analysis Guide for Authors

You can access a link to an annotated example of a Model Orthodontic Systematic
Review. Further explanation of reporting practices is given in the accompanying
Explanation and Elaboration document. These documents have been prepared in
accordance with PRISMA guidelines and the "PRISMA Statement for Reporting Systematic
Reviews and Meta-Analyses of Studies that Evaluate Health Care Interventions:
Explanations and Elaboration"
(http://www.plosmedicine.org/article/info:doi/10.1371/journal.pmed.1000100).

However, we have made these guidelines more relevant to orthodontics and have
adapted the reporting template to encourage transparent and pertinent reporting by
introducing subheadings corresponding to established PRISMA items.

Further information on reporting of systematic reviews can also be obtained in the
Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions (http://www.cochrane-
handbook.org).

Randomized Clinical Trials must meet current CONSORT (Consolidated Standards of
Reporting Trials) requirements. The AJO-DO will screen submissions for compliance
before beginning the review process. To help authors understand and apply the
standards, we have prepared a separate document, Guidelines for AJO-DO Submissions:
Randomized Clinical Trials. This document contains links to an Annotated RCT Sample
Article and The CONSORT Statement: Application within and adaptations for orthodontic
trials.
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These guidelines are supplemental to the Guidelines for Original Articles, which describe
how to meet general submission requirements, such as figure formats, reference style,
required releases, and blinding.

Letters to the Editor and their responses appear in the Readers' Forum section and are
encouraged to stimulate healthy discourse between authors and our readers. Letters to
the Editor must refer to an article that was published within the previous six (6) months
and must be less than 500 words including references. Submit Letters via the EES Web
site. Submit a signed copyright release with the letter.

Brief, substantiated commentary on subjects of interest to the orthodontic profession is
published occasionally as a Special Article. Submit Guest Editorials and Special Articles
via the Web site.

Books and monographs (domestic and foreign) will be reviewed, depending upon their
interest and value to subscribers. Send books to Chris Burke, Department of
Orthodontics, University of Washington D-569, HSC Box 357446, Seattle, WA98195-7446.
They will not be returned.

Title page, including full name, academic degrees, and institutional affiliation and
position of each author; brief description of each author's contribution to the submission;
and author to whom correspondence and reprint requests are to be sent, including
address, business and home phone numbers, fax numbers, and e-mail address

Highlights (up to 5 Highlights, written in complete sentences, 85 characters each

Abstract (structured, 250 words; a graphical abstract is optional) Manuscript,
including references and figure legends

Figures, in TIF or EPS format

Tables

Copyright release statement, signed by all authors

Photographic consent statement(s)

ICMIJE Conflict of interest statement for each author

Permissions to reproduce previously published material

Permission to reproduce proprietary images (including screenshots that include a
company logo)

PREPARATION

This journal uses double-blind review, which means the identities of the authors are
concealed from the reviewers, and vice versa. More information is available on our
website. To facilitate this, please include the following separately:

Title page (with author details): This should include the title, authors' names, affiliations,
acknowledgements and any Declaration of Interest statement, and a complete address
for the corresponding author including an e-mail address.

Blinded manuscript (no author details): The main body of the paper (including the
references, figures, tables and any acknowledgements) should not include any identifying
information, such as the authors' names or affiliations.
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Introduction

Provide an adequate background so readers can understand the nature of the problem
and its significance. State the objectives of the work. Cite literature selectively, avoiding
a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and Methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. If methods have already
been published, indicate by a reference citation and describe only the relevant
modifications. Include manufacturer information (company name and location) for any
commercial product mentioned. Report your power analysis and ethics approval, as
appropriate.

Results
Results should be clear and concise.
Discussion

Explain your findings and explore their significance. Compare and contrast your results
with other relevant studies. Mention the limitations of your study, and discuss the
implications of the findings for future research and for clinical practice. Do not repeat
information given in other parts of the manuscript.

Conclusions

Write a short Conclusions section that can stand alone. If possible, refer back to the
goals or objectives of the research.

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

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add
your nhame between parentheses in your own script behind the English transliteration.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each
author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering
any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address
is given and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

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

A structured abstract using the headings Introduction, Methods, Results, and Conclusions
is required for Original Article, Systematic Review, Randomized Controlled Trial, and
Techno Bytes. An unstructured abstract is acceptable for Case Report and Clinician's
Corner.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention
to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article
in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission
system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a
regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.
You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation
of their images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the
article. Highlights are optional and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view
example Highlights on our information site.
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Collate acknowledgments in a separate section at the end of the article before the
references; do not include them on the title page, as a footnote to the title page, or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (eg,
providing help with language or writing assistance, or proofreading the article).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant humbers
xxxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization
that provided the funding.
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If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse
and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the
following policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved,
removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are
acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information present in
the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here. Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum
of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale),
keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
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article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge,
that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in
addition to color reproduction in print. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

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

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next
to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented
in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution
of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'.
Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for
publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online
links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles,
publication year and pagination may prevent link creation. When copying references,
please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and
full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of
the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical
Research, https://doi.org/10.1029/20011B000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

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

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
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Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as
EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to
select the appropriate journal template when preparing their article, after which citations
and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is
yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following

link: http://open.mendeley.com/use-citation-style/american-journal-of-orthodontics-and-
dentofacial-orthopedics When preparing your manuscript, you will then be able to select
this style using the Mendeley plug-

ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

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

List: Number the references in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:

Reference to a journal publication:

1. Van der Geer ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Sci
Commun 2010;16351-9.

Reference to a book:

2. Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

3. Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones
BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age. New York: E-Publishing Inc;
2009. p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors



65

the first 6 should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to
'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med
Assoc 1997;277:927-34) (see also
http://www.nIlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150
MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or
animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and
will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our
video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the
print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print
version for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next
to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize
their research in their own words and to help readers understand what the paper is
about. More information and examples are available. Authors of this journal will
automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after
acceptance of their paper.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

AUTHOR INFORMATION PACK 17 Feb 2018 www.elsevier.com/locate/ajodo 12

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods
and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you
are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your
manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more
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information about data citation. For more information on depositing, sharing and using
research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a humber of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying
data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
Before submitting your article, you can deposit the relevant datasets to Mendeley Data.
Please include the DOI of the deposited dataset(s) in your main manuscript file. The
datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article
online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For
more information, visit the Data Statement page.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:
o All figure captions
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o All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
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e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web) For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

To use information borrowed or adapted from another source, authors must obtain
permission from the copyright holder (usually the publisher). This is necessary even if
you are the author of the borrowed material. It is essential to begin the process of
obtaining permissions early; a delay may require removing the copyrighted material from
the article. Give the source of a borrowed table in a footnote to the table; give the source
of a borrowed figure in the legend of the figure. The source must also appear in the list of
references. Use exact wording required by the copyright holder. For more information
about permission issues, contact permissionshelpdesk@elsevier.com or visit
http://www.elsevier.com/about/policies/author-agreement/obtaining-permission.

Permission is also required for the following images:

ePhotos of a product if the product is identified or can reasonably be identified from the
photo eLogos

eScreenshots that involve copyrighted third-party material, whether a reasonably
identifiable user interface or any nonincidental material appearing in the screenshot

AFTER ACCEPTANCE

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author
(if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will
be provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier
now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for this you will need to
download the free Adobe Reader, version 9 (or higher). Instructions on how to annotate
PDF files will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements
are given at the Adobe site.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark
the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and scan the pages and return via e- mail. Please use this proof
only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text,
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything
possible to get your article published quickly and accurately. It is important to ensure
that all corrections are sent back to us in one communication: please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility.
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The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email
and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint
order form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding
and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted
article will be published.
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