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Comments of abspathology

Antonio Schütz
To read the conclusion of the doctoral thesis of my former-colleague, Pereira (2000), at Bauru School of Dentistry at the Sao Paulo University (FOB-USP) caused me strangeness, "the tissue and cellular alterations of the periodontal ligament of tooth under mechanical stress did not suffered significant alterations in the experimental models with and without ovariectomy" - guided for the pig professor picolé - considering that was used a force of 50g; were not presented the histomorphometry and statistics analyses of the results; and posterior studies have demonstrated the deficiency estrogen as an factor that accelerates the orthodontic dental movement, possibly, due to activation of the mechanism of bone turnover, Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001). 

Were adopted the following criteria for establishing the ranks, in relation to the presence of osteoclasts in the areas of external reabsorption and Inter-radicular areas: absence = 1; identification of 1 of three histological parameters, 2; identification of two, 3; and the identification of 3, 4. The analysis of non-parametric variance of Friedman, for N = 10, k = 6, Xr2 = 71, rejected the nullity hypothesis (Xr2 = 15.09), indicating to exist difference among the groups with and without ovariectomy, in the presence of osteoclasts in the external reabsorption and Inter-radicular regions, such as was demonstrated for the study of Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001), in relation to the increase of the number of osteoclasts in the reabsorption region, after 12 days. 

Possibly, the force of 50 g used by Pereira and the professor Taveira (2000), in comparison than 10 g2, anticipated the beginning phase of increase of the speed of the dental movement, caused for the increase of the rate of bone turnover, as was indicated for the rise of the indicative parameters of the start of the formation bone, observed in the groups (MD) in relation to (OV), particularly, after the third day. 

Applying the test of Dunn, to the comparison of ranks between two groups, the results of the analysis statistics, for me realized, indicated a significant difference, with α = 0,05, between MD and OV groups, as well as between OV and OS, and not significant between MD and OS, in the three experimental periods, with relation to presence of osteoclasts, in resorption site; indicating that the conclusion of the authors is a mistake, when affirms there not be significant the difference between the models with and without ovariectomy, in relation to the orthodontic dental movement, because the results verified in 3 and 5 days increased the speed of the orthodontic movement in the ovariectomy group (OV), for increasing the resorption in press side. 
Is possible that the acceleration of this movement, already in 24 hours, may be explained for the force of 50 g used, in comparison to of 10 g, used by Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001). 

For evaluating the presence of superficial osteoblasts in the pressure side, were considered the following criteria, for attribution of ranks: 1 for not observation of osteoblasts; 2 for the report of 1 of the evaluated parameters; 3 for the report of two. 

The analysis of non-parametric variance of Friedman, followed of "post hoc" test of Dunn, demonstrated significant difference between groups MD and OV; OV and OS, as well as between MD and OS (except for the period of 3 days), in relation to presence of osteoblasts in the bone surface, in the reabsorption areas, at the three experimental periods, suggesting that the ovariectomy decreases the presence of osteoblasts on the pressure side induced for the dental movement. 

Such result contrasts with the work of Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001) that identified the increase of the number of these cells (osteoblasts), in the group of rats with orthodontic movement and ovariectomy. 
This apparent difference in OV group, possibly, may be explained for the histomorphometric computational technique employed, which in three days, did not use the immune-histochemistry stain in the counting of osteoblasts or the histomorphometry of the nuclear volume of  fibroblastic-like cells to the analysis of the population osteblastic2, or for the excessive force (50 g) used (Pereira, 2000). 

In the tension area, using the same statistical treatment (analysis of variance distribution free of Friedman and "pos hoc" test of Dunn), was identified significant difference between groups OV and OS, in the three experimental periods, ,  with relation to superficial distribution of osteoblasts; indicating that the ovariectomy, until the period of 5 days, reduces the number of these cells (superficial osteoblasts), in area of tension on teeth submitted to the orthodontic movement as was showed   by significant difference between MD and OV groups from 24 hrs to 5 days
Was also evidenced significant difference enters groups C (without ovariectomy), DM and OS. Such results confirmed that the orthodontic dental movement induces the increase of the superficial osteoblasts in the tension area (DM and OS). 
In rats with ovariectomy and without induced dental movement is possible that ovariectomy does not alter or increased the superficial presence of osteoblasts in the tension region, such as reported for Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001). This group, without dental movement and with ovariectomy, to have to have been also evaluated for Pereira and professor Taveira (2000). It would have been more useful than OS group studied.

In relation to the presence of osteoclasts, in the tension region, their results are in accordance with the results of Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001), who identified the increase of these cells in the bone surface. The statistical analysis of the data presented in tables by Pereira and by the professor Taveira (2000), for me realized, with the analysis of Friedman and "post hoc" test of Dunn, evidenced the increase of the presence of these cells (osteoclasts) in the bone surface on area of tension of teeth submitted to the orthodontic movement, considering that was evidenced significant difference between groups DM, OV and OS, in the three experimental periods. 

For analyzing the formation bone in the tension area, were used the following histological parameters, besides the presence of osteoblasts: presence of collagen fibers, dilated vessels, fibroblasts and osteoid. 

The criterion for the establishment of ranks was: 1 for the not identification of these parameters; 2 for the identification of one; 3 for the identification of two; 4 for the identification of three; e 5 for the identification of four. 

With the utilization of the analysis of variance of Friedman and of the Dunn’s test, was evidenced a significant differences among the groups C, MD, OV and OS, in relation to the bone formation, in the tension side. 

The experimental model of the ovariectomy more dental movement (OV) increased the bone formation in relation to the Group C (control without ovariectomy and without dental movement). However, it diminished in relation to groups MD and OS, indicating that, in the period of up to 5 days, the ovariectomy inhibits the bone formation in the area of tension, induced for the orthodontic dental movement (DM group); especially for diminishing the number of osteoblasts and for reducing the osteoid formation, exacerbating the delayed phase tooth movement. 

Well! But these comments do not retire the merit of this valued thesis, honored with 10, louver and distinction, carried and concluded with excessive force; however, defended, argued and guided with little enthusiasm. 

Conclusions

1. There is difference, in relation to the orthodontic, induced for force of 50 g, in rats with ovariectomy and without ovariectomy. 

2. Ovariectomy increases the speed of the orthodontic movement, for accenting the process of bone reabsorption in the pressure area, in the 24 periods of hrs, 3 days and 5 days. 

3. In these experimental periods, the ovariectomy induces, in rats submitted to the orthodontic movement, with force of 50 g, in the area of pressure, increase of osteoclasts and reduction of the superficial osteoblasts. 

4. In the tension area, the ovariectomy induces, in period 24 hrs, 3, and 5 days, in rats submitted to the orthodontic movement, with 50 force of g, increase of the number of osteoclasts and reduction of the number of osteoblasts. 

5. Ovariectomy (groups OV) reduced the bone neoformation induced for the orthodontic dental movement (MD), caused for a force of 50 g, in the tension side; at least in part, for diminishing the number of osteoblasts and for decreasing the osteoid formation, especially after the third day, exacerbating  the delayed phase induced for the orthodontic movement; 

6. The experimental model of the orthodontic dental movement more ovariectomy (OV) increased the bone formation in the tension area, comparatively to the group without orthodontic movement and without ovariectomy (C), especially after the third day.

7. The force of 50 g anticipated the phase of increase of the rate of bone turnover induced for the orthodontic dental movement (DM) group), at least in part, for increasing the number of osteoclasts and osteoblasts in resorption side, as well as increasing the indicative parameters of the beginning of the bone neoformation, especially after 3 days, in the group (MD), such as the number of osteoblasts and the formation of osteoid, in tension area. 

Observation: In spite of no to have been used computer programs in the analysis statistics of the results, for the calculation of the differences between the groups, by Dunn’s test, was used formulas utilized in the confection of these "sofwares". The comparison of two groups, for experimental period, when carried through for the test of Mann-Witney to comparison of until three groups (AxB, AxC e BxC) presented resulted similar, in spite of the decreased “bias” involved in this type of analysis.
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In spite of disagreeing of some of the conclusions of Pereira’s thesis (2000), the analysis statistics of its results, for me realized, indicated that the data presented in tables are accurate. 

Thus, eye with suspicion some of the results presented for the professors Costa and Taveira  (2004), considering the similar methodology used for Pereira (2000); the excessive force from 50 to 75 g (p. 34) used; as well as the identification of osteoid in only 1 specimen and the decreased comment of the visualization of dilated blood vessels, in the side of tension – which are histological parameters indicative of the beginning of the bone neoformation, and that in the thesis of Pereira (2000) were significantly observed, especially, after the third day.

Beyond, was waited in the thesis of Costa and Taveira (2004), with basis in the data reported for Pereira (2000), as well as of the literature, a gradual increase of the indicatives parameters of the beginning of the neoformation, in the tension area, particularly, after 3 days. However, they remained decreased in relation to this experimental period, as well as in relation to the data reported for Pereira (2000), at the 5 days. 

This result may be explained by the following methodological error - which has clinical implications: conjugation of an extreme force (between 50 - 75 g), in old adult rats, compromising the process of bone turnover, which in adults young rats possibly is more accentuated than in old adult rats. Of course, it is in accordance with the results of the group MD1 (7 days) in that was used the excessive force of 60 g (http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/25/25136/tde-05012005-101453/) 
In the experimental model (MD) used by Pereira (2000), possibly, the excessive force (50 g) was compensated by the accented bone turnover, in the area of tension, with a more accentuated bone formation in young adult rats than old adult rats.
Therefore, the results of this valorized doctoral thesis, contrasted with the biology of dental movement that indicates a crescent osteogenesis, particularly, after the fifty day of the start of dental movement.  
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Comentário abspathology

Antonio Schütz
Enquanto realizava o estudo experimental de minha tese, no porco Departamento de Patologia da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP), freqüentemente, era interrompido pelo professor picolé, grunhido: “louco não adianta estudar”; momento em que pensava: “como pode um porco imbecil desses ser professor universitário? Só mesmo com a lei da cooptação de medíocres
 no meio acadêmico brasileiro, e por meio dos fraudulentos concursos públicos de ingresso e progressão na carreira docente.”. No caso em tela, fraudado com a indicação do “tiro de guerra” da cidade de Bauru, SP, Brasil.
Após 15 anos, sou obrigado a concordar com o porco professor picolé. Para ingressar no porco meio acadêmico brasileiro, por meio dos fraudulentos concursos públicos, não adianta mesmo estudar. Mas, pelo menos, serve para discordar de algumas das “bobagens” pagas com o dinheiro público e publicadas no corporativo meio acadêmico de análise e publicação científica.
A propósito disso, causou-me estranheza a conclusão da tese de doutoramento de meu ex-colega na Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP), professor Alexandro Pereira: “as alterações teciduais e celulares do ligamento periodontal de dentes submetidos a estresse mecânico não sofreram alterações significantes entre os modelos experimentais com e sem ovariectomia” - orientada pelo porco professor picolé -, porquanto foi utilizada uma força de 50g, não foram apresentadas as análises histomorfométrica e estatística dos resultados; e estudos posteriores têm demonstrado a deficiência de estrogênio como um fator acelerador do movimento dental ortodôntico, possivelmente, devido à ativação do mecanismo de remodelamento ósseo.
 
Adotando o seguintes critérios para o estabelecimento de postos, em relação à presença de osteoclastos nas áreas de reabsorção externa e inter-radicular: ausência = 1; identificação em 1 das três áreas analisadas = 2; identificação em duas das áreas analisadas = 3; e identificação nas três áreas analisadas = 4; a análise de variância não-paramétrica de Friedman, para N = 10, k= 6, Xr2 ≥ 71, rejeitando-se a hipótese de nulidade (Xr2 =15.09), indicando existir diferença entre os grupos com e sem ovariectomia, no padrão e número de osteoclastos nas regiões de reabsorção externa e inter-radicular, tal como foi demonstrado pelo estudo de Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001), em relação ao aumento do número de osteoclastos na região de reabsorção, após 12 dias. 

Possivelmente, a força de 50 g empregada por Pereira e Taveira (2000), em comparação a 10 g2, tenha antecipado o início da fase de aumento do movimento dental causado pelo aumento da taxa de remodelamento ósseo, conforme indicou o aumento dos parâmetros indicativos do início da formação óssea, observados nos grupos (MD), em relação aos (OV), particularmente, após o terceiro dia.   
A despeito de não ser estatístico, de fato, aplicando o teste de Dunn, para comparação de postos entre os grupos, os resultados iniciais de minha análise estatística indicam que foi identificada diferença significante com α = 0.05 entre os grupos MD e OV, bem como entre OV e OS e não significante entre MD e OS, nos três períodos experimentais, em relação à presença dos osteoclastos em áreas de reabsorção, indicando que a conclusão dos autores é equivocada, ao afirmarem não existir diferença significante entre os modelos com e sem ovariectomia, em relação à movimentação dental ortodôntica.
Portanto, os resultados verificados em 3 e 5 dias aceleram o movimento ortodôntico em ratos ovariectomizados. Acreditamos que a aceleração desse movimento, já em 24 horas, possa ser explicada pela força de 50 g empregada, em comparação á de 10 g usada por Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001). 
Para a presença de osteoblastos no lado de pressão,  quanto à superfície, foram considerados os seguintes critérios para atribuição de postos: 1 para a não observação de osteoblasto; 2 para a observação em um dos parâmetros avaliados; 3 para a observação em dois.
A análise de variância não-paramétrica de Friedman, seguida do “post hoc” teste de Dunn, demonstrou diferença significante em relação à presença de osteoblastos na superfície óssea, em áreas de reabsorção, nos três períodos experimentais, entre os grupos MD e OV; OV e OS bem como entre MD e OS (exceto para o período de 3 dias), sugerindo que a ovariectomia decresce a presença de osteoblastos no lado de pressão. 
Tal resultado contrasta com o trabalho de Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001), em que foi identificado o aumento do número dessas células (osteoblastos), no lado de pressão, no grupo de ratos com movimento ortodôntico e ovariectomizados. 
Essa aparente diferença, possivelmente, pode ser explicada pela técnica histomorfométrica computacional empregada, que, em três, não utilizou a marcação imuno-histoquímica na contagem de osteoblastos ou a análise histomorfométrica do volume nuclear das células semelhante a fibroblastos, para a análise da população osteblástica; ou por diferença na força empregada. 
Na área de tensão, empregando o mesmo tratamento estatístico (análise de variância não paramétrica de Friedman e “pos hoc” teste de Dunn), foi identificada diferença significante entre os grupos OV e OS, nos três períodos experimentais, em relação à distribuição superficial dos osteoblastos; indicando que a ovariectomia, até o período de 5 dias, reduz o número de dessas células (osteoblastos superficiais) na área de tensão de dentes submetidos à movimentação ortodôntica.
Também constatamos diferença significante entre os grupos C (sem ovariectomia),  DM e OS. Tais resultados confirmam que a movimentação dentária ortodôntica induz aumento de osteoblastos superficiais na área de tensão. Em ratos ovariectomizados, não submetidos a tratamento ortodôntico, é possível que a ovariectomia não altere ou aumente a presença de osteoblastos superficiais nessa região, tal como reportado por Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001). Este grupo também deveria ter sido avaliado por Pereira e pelo professor Taveira (2000). Teria sido de maior valia do que o grupo OS avaliado.
Em relação à presença de osteoclastos na região de tensão estão de acordo com os resultados de Yamashiro & Takano- Yamamoto2 (2001), que identificaram o aumento dessas células na superfície óssea, porquanto a análise estatística dos dados apresentados por Pereira e Taveira (2000), por meio da análise de Friedman e “post hoc” teste de Dunn, constatamos o aumento da presença dessas células (osteoclastos) na superfície óssea da área de tensão de dentes submetidos à movimentação ortodôntica, porquanto foi constatada diferença significante entre os grupos DM, OV e OS nos três períodos experimentais.
Analisamos a formação óssea na área de tensão com base nos seguintes parâmetros histológicos, além da presença de osteoblastos: presença de fibras colágenas, vasos dilatados, fibroblastos, e osteóide. O critério para o estabelecimento de postos foi: 1 para a não identificação desses parâmetros; 2 para a identificação de um; 3 para a identificação de dois; 4 para a identificação de três; e 5 para a identificação de quatro. 

Com o emprego da análise de variância de Friedman e do teste de Dunn, constatamos diferenças significantes entre os grupos C, MD, OV e OS, em relação à formação óssea no lado de tensão. O modelo experimental da ovariectomia mais a movimentação dentária (OV) aumentou a formação óssea em relação ao Grupo C (controle, sem ovariectomia e movimentação dental). Contudo, diminuiu em relação aos grupos MD e OS, indicando que no período de até 5 dias a ovariectomia inibe a formação óssea na área de tensão, induzida pela movimentação dental ortodôntica, especialmente por diminuir o número de osteoblastos e reduzir a formação de osteóide.
Bem! Mas essas observações não tiram o mérito dessa valorizada tese, laureada com 10, mais louvor e distinção; realizada e concluída com excessiva força, porém, defendida, discutida e orientada com pouco entusiasmo.
Conclusões
1. Há diferença em relação à movimentação ortodôntica, induzida por força de 50 g, em ratos ovariectomizados e não-ovariectomizados.
2. A ovariectomia acelera o movimento ortodôntico, por acentuar o processo de reabsorção óssea na área de pressão, nos períodos de 24 hrs, 3 dias e  5 dias.
3. Nesses períodos experimentais, a ovariectomia induz, em ratos submetidos à movimentação ortodôntica, com força de 50 g, na área de pressão, aumento de osteoclastos e diminuição dos osteoblastos superficiais.

4. Na área de tensão, a ovariectomia induz, no período 24 hrs, 3, e 5 dias, em ratos submetidos à movimentação ortodôntica, com força de 50 g,  aumento do número de osteoclastos e diminuição do número de osteoblastos.
5. A ovariectomia reduziu a neoformação óssea, induzida por movimentação dentária ortodôntica, causada por força de 50 g, no lado de tensão; pelo menos em parte, por diminuir o número de osteoblastos e decrescer a formação de osteóide, especialmente após o terceiro dia.
6. O modelo experimental da movimentação dental ortodôntica (OV) mais ovariectomia aumentou a formação óssea na área de tensão, comparativamente ao grupo sem movimentação ortodôntica e sem ovariectomia (C), especialmente após o terceiro dia. 

7. A força de 50 g antecipou a fase de aumento da taxa de remodelamento ósseo, induzida pela movimentação dentária ortodôntica, pelo menos em parte, por aumentar o número de osteoclastos e osteoblastos em área de reabsorção, bem como aumentar os parâmetros indicativos do início da neoformação óssea, especialmente após 3 dias, no grupo (MD1), tais como o número de osteoblastos e a formação de osteóide, em área de tensão. 

Observação: a despeito de não termos utilizado programas de computador, na análise estatística dos resultados, para o cálculo das diferenças entre os grupos, por meio do Teste de Dunn, utilizamos as fórmulas empregadas na confecção desses “sofwares”. A comparação de três grupos, por período experimental, quando realizada pelo teste de Mann-Witney, apresentou resultados similares, a despeito do decrescido “bias” envolvido no emprego desse teste para a comparação de mais de dois grupos (AxB; AxC; BxC). 
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A despeito de discordar de algumas das conclusões de Pereira (2000), a análise estatística de seus resultados, por mim realizada, indicou que os dados (tabelas) apresentados em sua tese de doutoramento são acurados.

Assim, olho com estranheza alguns dos resultados apresentados por Costa e pelo professor Taveira (2004), considerando a metodologia similar à dos relatados por Pereira (2000), bem como o emprego de força entre 50 e 75 g (p. 34), tal como a identificação de osteóide em somente 1 espécime e a  decrescida observação de vasos sangüíneos dilatados, no lado de tensão; parâmetros indicativos do início da neoformação óssea, e que no trabalho de Pereira foram significativos nos três períodos experimentais (1, 3 e 5 dias), especialmente após o terceiro dia. Além do que, era esperado, pelos dados reportados por esse autor, assim como os disponibilizados na literatura, aumento gradativo dos parâmetros indicativos do início de neoformação óssea, na área de tensão, particularmente, após 3 dias. Contudo, permaneceram decrescidos em relação ao terceiro dia, bem como em relação aos dados reportados por Pereira (2000), aos 5 dias.
Esse resultado pode ser explicado pelo seguinte erro metodológico - que pode ter implicações clínicas: conjugação de excessiva força (entre 50 – 75 g), em ratos adultos velhos, comprometendo o processo de remodelamento ósseo; que nesses é menos acentuado do que naqueles. De fato, está de acordo com o grupo MD1 (7 dias) em que foi utilizada a excessiva força de 60 g (http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/25/25136/tde-05012005-101453/).
No modelo experimental (MD) utilizado por Pereira (2000), possivelmente, a força excessiva (50 g) foi compensada pelo remodelamento ósseo mais acentuado, com neoformação óssea, na área de tensão, ocorrida em ratos adultos jovens.  
Portanto os resultados desta valorizada tese (Costa e Taveira, 2004) de doutoramento, realizada, defendida e concluída com exacerbado entusiasmo, contrastam com a biologia do movimento ortodôntico, que aponta o aumento crescente da osteogênese, particularmente, após o quinto dia, do início do movimento. 

Contudo, concordo com os professores, para a análise dos resultados dessa valorizada tese de doutoramento não foi necessária à análise estatística, evitando-se, assim, o desperdício.
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