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Resumo  
ARAUJO, N. J. Avaliação do reparo ósseo peri-implantar em ratos tratados com 

quimioterapia e dose oncológica de zoledronato. 2021. 87 f. Tese (Doutorado) – 

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2021.  

RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influencia da terapia sistêmica com 

zoledronato, cisplatina, ou a associação das drogas, sobre o processo de reparo 

ósseo peri-implantar ao redor de implantes instalados em tíbias de ratos. Foram 

utilizados 80 ratos machos, com 6 meses de idade, pesando aproximadamente 

450g. Os animais foram separados em 2 grandes grupos experimentais, grupo 

Tardio (TAR) e grupo Imediato (IME) e divididos nos seguintes subgrupos onde 

receberam os seguintes tratamentos:  Grupo SAL-IME (n=10), Grupo SAL-TAR 

(n=10): duas injeções de 0,5 ml de solução salina a 0.9%;  Grupo CIS-IME (n=10), 

Grupo CIS-TAR (n=10): uma injeção de Cisplatina (5mg/kg) e outra injeção de 0,5 ml 

de solução salina a 0.9%; Grupo ZOL-IME (n=10), Grupo ZOL-TAR (n=10): uma 

injeção 0,5 ml de solução salina a 0.9% e uma injeção de 100 μg/kg de zoledronato 

diluído 0,45 ml em solução de cloreto de sódio 0,9%; Grupo ZOL/CIS-IME (n=10), 

Grupo ZOL/CIS-TAR (n=10): uma injeção de Cisplatina (5mg/kg) e uma injeção de 

100 μg/Kg de zoledronato diluído 0,45 ml em solução de cloreto de sódio 0,9%. A 

administação ocorreu por via intraperitoneal em um intervalo de três dias, durante 

oito semanas. Após 16 semanas do início do tratamento medicamentoso, os animais 

foram submetidos a instalação dos implantes nas tíbias direitas e esquerdas sob 

anestesia geral. Decorridos 16 semanas (grupo IME) e 24 semanas (grupo TAR) do 

início do tratamento medicamentoso, os animais foram submetidos à eutanásia pela 

administração de dose letal de thiopental (150mg/kg). As tíbias direitas e esquerdas 

foram coletadas e fixadas em formaldeído 4% e processadas de acordo com as 

análises propostas. A condição geral de saúde foi verificada durante todo o período 

experimental através do monitoramento do peso corporal e um minucioso exame 



 

 

clínico da região peri-implantar nas tíbias direita e esquerda foi realizado no 

momento das eutanásias. As tíbias selecionadas para análise histométrica do 

contato direto entre osso e implante foram processadas sem desmineralização. Os 

espécimes restantes foram submetidos ao processamento histológico convencional, 

constituído por desmineralização e inclusão em parafina. Foram realizadas secções 

semi seriadas de 4 µm de espessura em direção longitudinal à loja do implante, e os 

cortes histológicos foram selecionados e corados pelo método da Hematoxilina 

Eosina para as análises histopatológica dos tecidos peri-implantares e histométrica 

do tecido ósseo. Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística (p≤0,05) 

em programa computacional especializado (Bioestat 5.0). Os animais pertencentes 

aos grupos CIS-IME e CIS-TAR, apresentram menor peso quando comparados aos 

demais grupos. O grupo ZOL-IME, ZOL-TAR, apresentaram maior porcentagem de 

tecido ósseo total (PTO-T) em comparação a CIS-IME e CIS-TAR, ZOL/CIS-IME e 

ZOL/CIS TAR apresentaram maior porcentagem de tecido ósseo não vital (PTO-NV) 

quando comparados aos demais grupos. Os grupos CIS-IME e CIS-TAR 

apresentarm menor contato osso/implante (COI) quando comparados aos demais 

grupos. Deste modo conclui se que, a associação desses medicamentos é um 

potencial fator de risco para desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares e de 

acordo com as análises histopatológicas e de COI apresenta comprometimento mais 

severo aos tecidos peri-implantares.   

Palavras-chave: Implantes Dentários. Quimioterapia. Bisfosfonatos. 

  



 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 

 

ARAUJO, N. J. Evaluation of peri-implant bone repair in rats treated with 

chemotherapy and oncological dose of zoledronate. 2021. 87 f. Essay (Thesis. 

PhD.) – São Paulo State University (Unesp), School of Dentistry, Araçatuba, 2021.  

ABSTRACT 

The aim of the present study was to evaluate the influence of systemic therapy 

with zoledronate, cisplatin, or the combination of drugs, on the peri-implant 

bone repair process around implants installed in rat tibiae. Eighty male rats, 6 

months old, weighing approximately 450g, were used. The animals were 

separated into 2 large experimental groups, Late group (TAR) and Immediate 

group (IME) and divided into the following subgroups where they received the 

following treatments: SAL-IME Group (n = 10), SAL-TAR Group (n = 10 ): two 

injections of 0.5 ml of 0.9% saline; : CIS-IME Group (n = 10), CIS-TAR Group 

(n = 10): an injection of Cisplatin (5mg / kg) and another injection of 0.5 ml of 

0.9% saline; ZOL-IME Group (n = 10), ZOL-TAR Group (n = 10): an injection 

of 0.5 ml of 0.9% saline and an injection of 100 μg / kg of zoledronate diluted 

0.45 ml in solution of 0.9% sodium chloride; : ZOL / CIS-IME Group (n = 10), 

ZOL / CIS-TAR Group (n = 10): an injection of Cisplatin (5mg / kg) and an 

injection of 100 μg / kg of diluted zoledronate 0.45 ml in 0.9% sodium chloride 

solution. The administration took place intraperitoneally over an interval of 

three days, for eight weeks. After 16 weeks from the beginning of drug 

treatment, the animals were submitted to the implantation of implants in right 

and left tibiae under general anesthesia. After 16 weeks (IME group) and 24 

weeks (TAR group) after the beginning of drug treatment, the animals were 

euthanized by the administration of a lethal dose of thiopental (150mg / kg). 

The right and left tibiae were collected and fixed in 4% formaldehyde and 

processed according to the proposed analyzes. The general health condition 

was verified throughout the experimental period by monitoring body weight 

and a thorough clinical examination of the peri-implant region in the right and 

left tibia was performed at the time of euthanasia. The tibiae selected for 

histometric analysis of the direct contact between bone and implant were 

processed without demineralization. The remaining specimens were submitted 

to conventional histological processing, consisting of demineralization and 

inclusion in paraffin. Semi-serial sections of 4 µm thick were made in the 



 

 

longitudinal direction to the implant store, and the histological sections were 

selected and stained by the Hematoxylin Eosin method for the 

histopathological analysis of the peri-implant tissues and histometric of the 

newly formed bone tissue. The data obtained were submitted to statistical 

analysis (p≤0.05) in a specialized computer program (Bioestat 5.0). The CIS-

IME and CIS-TAR groups had less weight when compared to the other 

groups. The ZOL-IME group, ZOL-TAR, had higher PTO-T compared to CIS-

IME and CIS-TAR, ZOL / CIS-IME and ZOL / CIS TAR had higher PTO-NV 

when compared to the other groups. The CIS-IME and CIS-TAR groups had 

lower bone implant contact (COI) when compared to the other groups. Thus, it 

is concluded that the combination of these drugs is a potential risk factor for 

the development of osteonecrosis of the jaws and, according to the 

histopathological and COI analyzes, it presents more severe impairment to the 

peri-implant tissues. 

Keywords: Dental Implants. Chemotherapy. Bisphosphonates. 
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peri-implantar dos diferentes grupos experimentais. Descrição: Gráfico 

apresentando a porcentagem de tecido ósseo não vital (PTO-NV) para os 

subgrupos SAL, ZOL, CIS e ZOL/CIS, nos grupos Tardio (TAR) e 

Imediato (IME). Abreviação e símbolos: * diferença estatisticamente 

significante (p<0,05) intragrupo, † diferença estatisticamente significante 

(p<0,05) intergrupo.  PTO-NV, porcentagem de tecido ósseo não vital. 

FONTE: O Autor (2021).  
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diferentes grupos experimentais. Descrição: (A, B, C, D, E, F, G, H.) 

Fotomicrografias evidenciando as regiões de tecido ósseo e tecido 
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1 INTRODUÇÃO 

Proporcionar qualidade de vida aos pacientes submetidos ao tratamento 

oncológico é uma busca constante, principalmente após o aumento da expectativa 

de vida obtida pelas novas terapias de combate ao câncer, devido aos diagnósticos 

mais precoces e as modalidades terapêuticas mais efetivas. A saúde na cavidade 

bucal é de suma importância para a qualidade de vida do paciente, durante e após o 

tratamento oncológico. O tratamento convencional para o câncer é baseado, 

atualmente, em três importantes modalidades: cirurgia, radioterapia e quimioterapia 

citotóxica (Shurin, Amina, & Shurin, 2009). 

A maioria dos casos de quimioterapia para o tratamento do câncer se baseia 

na administração de uma dose máxima tolerável (DMT) das drogas escolhidas, com 

o objetivo de promover a erradicação do maior número de células tumorais. O 

principal problema desse método está relacionado com a toxicidade aguda e 

acumulada para os tecidos normais, incluindo as células do sistema imune. Assim, a 

quimioterapia convencional está comumente associada com uma variedade de 

efeitos colaterais, como a severa imunosupressão (Half & Arber, 2009; Saltz & 

Kemeny, 1996). 

A cavidade oral é alvo frequente dos efeitos tóxicos dos agentes 

antineoplásicos por apresentar tecidos com rápida divisão celular, comparável à dos 

tumores malignos. As drogas utilizadas não apresentam ação específica sobre as 

células cancerosas e, por não as diferenciar das células normais, em rápida divisão, 

são lesivas em ambas (Guggenheimer, 1977; McGuire, 2002). Além do mais, em 

pacientes submetidos à quimioterapia, são comumente observadas mucosite e 

hipofunção das glândulas salivares, sendo estas as manifestações adversas as 

quais interferem significativamente na qualidade de vida do indivíduo (Kim et al., 

2012).  

Dentre os diversos quimioterápicos empregados no tratamento de câncer, a 

Cisplatina (Cis) é uma droga amplamente utilizadas durante a quimioterapia (Lorch 

et al., 2011; Taylor et al., 1994; Vermorken et al., 2014), também podendo ser 

utilizada durante a radioterapia em razão do seu potencial radiossensibilizador 

(Taylor et al., 1994). A Cis é um composto com ampla atividade antineoplásica, 

sendo utilizada no tratamento de vários tipos de cânceres, dentre os quais os de 
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testículo, pulmão, ovário, esôfago, cabeça e pescoço, mama e o carcinoma de 

bexiga (Choi et al., 2015; Linardou et al., 2015; Mihai, 2015; Pang, Yu, Au-Yeung, & 

Ho, 2007; Wang & Lippard, 2005; Zhang et al., 2009). A molécula de cisplatina 

possui um átomo central de platina rodeado por dois átomos de cloro e dois grupos 

amônia e torna-se ativa pela reação de moléculas de água com os íons cloreto, 

reagindo, assim, com biomoléculas como DNA, RNA, proteínas e membranas 

fosfolipídicas (Cho, Manandhar, Lee, Park, & Kwak, 2008; Wang & Lippard, 2005). 

Sabe-se que a atividade antitumoral da cisplatina é resultado da capacidade de 

provocar mutações no DNA e alterar a ligação DNA-proteína. Ainda, tem sido 

relatado que esta droga tem efeito sinérgico com outros agentes antitumorais (Mitin 

T et al., 2013; Al-Mahalawy et al., 2016). 

Durante o tratamento com os quimioterápicos, como a Cis, é visto na literatura 

a associação com o bisfosfonato (BPs) Zoledronato (Zol), pois este medicamento 

emergiu como uma opção terapêutica para complicações esqueléticas, alívio de dor  

e prevenção de metástases ósseas em neoplasias malignas osteotrópicas (mama, 

rim, pulmão e próstata) (Coleman, 2005; Drake, Clarke, & Khosla, 2008; Hortobagyi, 

2005; Winter et al., 2013; Zhao et al., 2011). Ele também é usado para osteopatias 

como osteoporose, doença de Paget, osteogênese imperfeita, mieloma múltiplo, 

hipercalcemia (Drake, Clarke, & Khosla, 2008, 2008). 

Dentre as reações adversas ocasionadas pelo uso dos BPs constitui-se em um 

grande desafio na área da odontologia a osteonecrose dos maxilares associada à 

terapia medicamentosa (ONM-M). A ONM-M é definida como a presença de osso 

exposto na região maxilofacial, por um período maior do que oito semanas, em 

pacientes submetidos a tratamento prévio ou atual com droga antirreabsortiva ou 

antiangiogênica e que não possui história prévia de radioterapia nesta região 

(Ruggiero et al., 2014).  

Dentre os supostos fatores etiopatológicos que atualmente são apontados 

como os desencadeadores da ONM-M estão: a potente supressão da atividade 

reabsortiva dos osteoclastos, o que resulta no acúmulo de microfraturas no tecido 

ósseo e consequentemente áreas de tecido ósseo não vital, o que seria capaz de 

favorecer o estabelecimento de necrose; o potente efeito antiangiogênico dos BPs, o 

que resulta em necrose avascular do tecido ósseo; o favorecimento à infecção 

induzido pelos BPs, os quais aumentam sobremaneira a capacidade de adesão e 
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colonização de bactérias ao tecido ósseo exposto; e o efeito citotóxico dos BPs, o 

que resulta na diminuição da capacidade de reparo tanto dos tecidos moles quanto 

dos tecidos duros da região bucomaxilofacial (Allen & Burr, 2009; Ruggiero et al., 

2014). Todavia, muitas são as hipóteses e poucas são as comprovações científicas 

(Allen & Burr, 2009).  

A ONM-M é uma condição bastante rara em pacientes que fazem uso de BPs 

administrados por via oral. No entanto, em paciente que fazem uso de BPs pela via 

intravenosa, como é o caso do ZOL, prescritos para a complementação da terapia 

oncológica, a incidência da ONM-M atinge de 1 a 12% dos pacientes, e como os 

BPs têm efeito cumulativo nos tecidos mineralizados, esta incidência pode atingir até 

21% dos pacientes após o terceiro ano de uso destes medicamentos (Gomez Font 

et al., 2008). Otto et al. (2011), em estudo epidemiológico, reportaram que a ONM-M 

acomete com maior frequência o sexo feminino (73%), com idade avançada (em 

média 66 anos e uma variação entre 42-90 anos de idade), que fazem ou fizeram 

uso crônico de BPs administrados por via IV (96,8%), especificamente o 

zoledronato, ou este em associação com outros BPs. Há uma predileção pela 

ocorrência na mandíbula, especialmente na região dos pré-molares e molares 

(70,6%), e procedimentos odontológicos invasivos, como exodontias de dentes com 

comprometimento periodontal ou periapical e cirurgias orais menores, de modo 

geral, são tidos como os principais fatores desencadeadores da ONM-M (OTTO et 

al., 2011; WALTER et al., 2016). 

Neste contexto, a perda de elementos dentários ainda continua sendo 

realidade para muitos indivíduos, principalmente em decorrência da falta de acesso 

à informação, da precariedade nos atendimentos do sistema público de saúde, da 

sua condição socioeconômica, ou mesmo devido a mutilações provenientes de 

traumas ou ressecções cirúrgicas de lesões do complexo bucomaxilofacial (Kim et 

al., 2015). Para suprir a necessidade de restabelecimento da função afetada nestes 

pacientes, há algumas décadas os implantes dentários vêm sendo considerados 

como o padrão ouro nas reabilitações de desdentados totais ou parciais, pois 

oferecem não apenas vantagens biológicas e funcionais quando comparados às 

próteses fixas e removíveis convencionais, mas também excelentes resultados a 

longo prazo, como documentado em estudos de acompanhamento por 10 anos, que 

apontaram altas taxas de sucesso e sobrevida dos implantes em aproximadamente 
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95% dos casos (Buser, Sennerby, & De Bruyn, 2017; Nguyen, Driscoll, & Coletti, 

2011).  

Apesar de todos os benefícios já descritos, a instalação de implantes dentários, 

por si só, deve ser considerada como um procedimento odontológico invasivo 

podendo levar a ONM-M em pacientes que fizeram uso de zoledronato em dose 

oncológica (Chadha, Ahmadieh, Kumar, & Sedghizadeh, 2013; Walter, Al-Nawas, 

Wolff, Schiegnitz, & Grötz, 2016). Além disso, é visto na literatura que a 

quimioterapia com cisplatina tem um efeito negativo na osseointegração dos 

implantes dentários quando inserida ao longo dos regimes quimioterapêuticos 

(Matheus et al., 2018; Al-Mahalawy, Marei, Abuohashish, Alhawaj, Alrefaee, & Al-

Jandan, 2016). Apesar de não ser um protocolo empregado, a instalação de 

implantes dentários durante o tratamento com quimioterápicos.  

Frente a essas informações, pode-se presumir que um número grande de 

indivíduos que receberam reabilitações implantossuportadas previamente ao 

diagnóstico do câncer está passível de se encontrar sob o efeito de bisfosfonatos e 

de agentes antineoplásicos. E também, dos individuas que buscam tratamento de 

reabilitação após o tratamento oncológico. Desta forma, é necessário estudos que 

elucidem a evolução do processo de reparo ósseo peri-implantar, após o tratamento 

com quimioterápicos e dose oncológica de zoledronato. Sendo assim, o propósito do 

presente estudo foi avaliar, através de análises histológica e histométrica, a 

influência do agente antineoplásico CIS e do Zoledronato, isolados e associados, 

sobre os tecidos peri-implantares.  
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2 OBJETIVO  

O propósito do presente estudo foi avaliar a influência da terapia sistêmica com 

cisplatina, zoledronato, ou a associação das drogas, sobre o processo de reparo 

ósseo peri-implantar ao redor de implantes instalados em tibia de ratos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

3.1.1 Animais e cuidados 

Foram utilizados no presente estudo 80 ratos, com seis meses de idade, da 

linhagem Wistar (Rattus novergicus) com peso corporal médio de 450g no início do 

período experimental. Os animais foram obtidos no Biotério Central da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” (FOA – UNESP) e foram, posteriormente, mantidos no Biotério de 

Experimentação da disciplina Periodontia da FOA – UNESP sob as seguintes 

condições: ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente 

de 22 ± 2°C, sistema de ventilação/exaustão permitindo 20 trocas de ar por hora, 

umidade relativa do ar em torno de 55 ± 5%, acondicionamento em gaiolas plásticas 

(máximo de 4 animais por gaiola), onde tiveram livre acesso à água e à alimentação, 

constituída exclusivamente por ração industrializada (Presence Ratos e 

Camundongos®, Neovia Nutrição e Saúde Animal Ltda., Paulínia/SP, BRA). Foram 

tomadas todas as medidas cabíveis para se minimizar o número de animais 

utilizados, assim como evitar o seu sofrimento. 

 Os procedimentos de manipulação experimental foram realizados de acordo 

com as normas estabelecidas pelo “Guide to the care and use of experimental 

animals”, elaborado pelo Conselho Canadense de Cuidado Animal (CCAC, 

Canadian Council on Animal Care). Todo o protocolo experimental foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FOA-UNESP em 16/08/2017 

(Processo FOA nº. 00654-2017; vide APÊNDICE A). Este trabalho encontra-se 

também de acordo com as diretrizes ARRIVE para pesquisa animal (KILKENNY et 

al., 2010; vide APÊNDICE B). 

3.1.2 Cálculo Amostral e randomização 

O tamanho da amostra foi estimado de acordo com literatura prévia, 

experiência e execução de um estudo piloto. Foi adotado o protocolo estabelecido 

por Matheus et al. (2018), o qual mostrou que 4 amostras são suficientes para 

assegurar significância estatística na análise de contato osso/implante (COI). 

Baseado nisso e para compensar possíveis perdas, o tamanho amostral para este 
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parâmetro foi estimado em n=5. Experiência prévia do nosso grupo de pesquisas 

utilizando o mesmo modelo animal determinou n=10 suficiente para rejeitar a 

hipótese nula para as análises histológica, histométrica e imunoistoquímica 

(Matheus et al. 2018). A estimativa de cada medida de resultado foi realizada para 

alcançar poder de 0,8 e erro alpha de 0,05. Este estudo seguiu um delineamento 

controlado, randomizado e cego. Números de 1 a 80 foram marcados na região 

superior da cauda dos animais utilizando uma caneta tipo nankin. Essa sequência 

numérica foi inserida no software Minitab® 17 (Minitab Inc., State College, PA, EUA). 

Randomização simples dos animais para cada grupo e período, obedecendo taxa de 

alocação 1:1, foi realizada por meio de uma tabela numérica randômica, gerada em 

computador por um membro externo e cego ao estudo. 

3.1.3 Protocolo de habituação dos animais 

Ao serem trazidos do Biotério Central para o Biotério de Experimentação, todos 

os animais passaram por um período de habituação. A principal finalidade foi 

promover a sua familiarização com o ambiente e com o operador e minimizar o 

estresse provocado por algumas manobras pré-operatórias. Tal protocolo 

compreendeu os 14 dias que antecedeu o início do delineamento dos grupos, sendo 

que neste período, a cada intervalo de três dias, cada animal foi cuidadosamente 

manuseado entre as mãos do operador durante um intervalo de 30 segundos, no 

qual regularmente foram aplicadas as manobras de restrição que simularam àquelas 

empregadas no protocolo medicamentoso. 

3.1.4 Protocolo medicamentoso  

O protocolo medicamentoso teve duração total de oito semanas, com 

aplicações a cada três dias (Figura 1). A administração de Solução Salina (SS) 

(Equiplex Indústria Farmacêutica, Aparecida de Goiânia, GO, Brasil), Cisplatina 

(CIS) (Fauldcispla, 10 mg/10 mL, Libbs Farmacêutica, São Paulo, SP, Brasil) ou 

Zoledronato (ZOL) (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) ocorreu pela via 

intraperitoneal (IP). Para a CIS a dose foi de 5 mg/kg (Havelka et al., 2007). A dose 

de ZOL foi de 100 μg/Kg, a qual foi diluída em 0,45 mL de SS (Ervolino et al., 2019). 

A dose de CIS, ZOL e o protocolo medicamentoso consistiram em uma adaptação 

para o rato do protocolo empregado atualmente para terapia oncológica de humanos 

(Winter et al., 2013; Zhao et al., 2011).  
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3.1.5 Sedação e Anestesia 

Para a instalação dos implantes de titânio e eutanásia, os animais foram 

adequadamente anestesiados, via injeção intramuscular, de cloridrato de cetamina 

(80 mg/Kg, Francotar, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, 

Rompum, Bayer, RS, Brasil). Nos casos em que não se obtiveram um plano 

profundo de anestesia houve a complementação com a metade da dose inicial 

aplicada. 

 

3.1.6 Instalação dos implantes de titânio 

Os animais foram submetidos à anestesia geral, foi realizada a tricotomia da 

porção medial das patas posteriores direita e esquerda, seguida pela antissepsia 

destas regiões com solução tópica de iodopovidona a 10%. Os animais foram então 

posicionados em mesa operatória apropriada, com a finalidade de permitir a 

manutenção dos mesmos em condição adequada para o acesso às tíbias. Uma 

incisão de aproximadamente 30mm foi realizada com lâmina de bisturi 15C pelo lado 

medial em cada uma das tíbias. Com o auxílio de um descolador de periósteo, os 

tecidos moles foram devidamente afastados, respeitando-se os planos anatômicos, 

até que houvesse a exposição completa do tecido ósseo subjacente. Um leito 

bicortical foi preparado na metáfise proximal de cada uma das tíbias, perpendicular 

ao seu longo eixo, utilizando-se uma fresa helicoidal de 2,0mm de diâmetro 

(Conexão Sistema de Prótese Ltda., Arujá/SP, BRA) montada em motor cirúrgico 

com 980rpm (Ômega®, Dentscler Indústria de Aparelhos Odontológicos Ltda., 

Ribeirão Preto/SP, BRA), acompanhada por irrigação constante com solução de 

NaCl 0,9% e aspiração com sugador de alta potência. Em cada um dos leitos 

preparados foi instalado um implante de titânio (Implalife, Jales/SP, BRA) com 

4,0mm de comprimento, 2,2mm de diâmetro, superfície tratada por meio de 

jateamento e ataque ácido e conexão protética do tipo e conexão protética do tipo 

cone morse. A instalação foi realizada com o auxílio de uma chave digital de 1,2mm 

acoplada à plataforma do implante até que o mesmo ficasse ao nível do tecido 

ósseo. Por fim, foi realizada a sutura em planos dos tecidos, utilizando-se fio de 

seda 4.0 (Shalon Suturas, São Luís de Montes Belos/GO, BRA). No pós-operatório 

os animais receberam, via intramuscular, injeção de penicilina e estreptomicina 



52 

 

 

(Pentabiótico Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde Animal, Campinas, Brasil). Todos 

os procedimentos cirúrgicos para a instalação dos implantes de titânio basearam-se 

no protocolo descrito por Matheus et al. (2018). (Figura 2).  

 

3.1.7 Grupos experimentais 

Os animais foram inicialmente divididos em dois grandes grupos, grupo 

Imediato (IME) (n=40) onde foi realizada a instalação dos implantes após a ultima 

aplicação do protocolo medicamentoso e grupo Tardio (TAR) (n=40), onde foi 

realizada a instalação dos implantes após 8 semanas da ultima aplicação do 

protocolo medicamentoso. Os grupos IME e TAR foram subdivididos em 4 

subgrupos que receberam os seguintes tratamentos:  

 

Grupo SAL (n=10): Receberam duas injeções de 0,5 mL de solução salina 

fisiológica 0.9% (SS) a cada três dias, durante oito semanas: 

 

Grupo CIS (n=10): Receberam uma injeção de CIS (5mg/kg) e outra injeção de 0,5 

mL de SS a cada três dias, durante oito semanas.  

 

Grupo ZOL (n=10): Receberam uma injeção 0,5 mL de SS e uma uma injeção de 

100 μg/kg de ZOL diluído 0,45 mL em SS a cada três dias, durante oito semanas.  

 

Grupo ZOL/CIS (n=10): Receberam uma injeção de CIS (5mg/kg) e uma uma 

injeção de 100 μg/kg de ZOL diluído 0,45 mL em SS a cada três dias, durante oito 

semanas.  

 

Foi realizado a instalação de um implante de titânio nas tíbias direita e 

esquerda de todos os animais. No grupo IME, a instalação dos implantes foi 

realizada logo após o término do protocolo medicamentoso, e o grupo TAR foi 

realizada a instalação dos implantes, decorrido oito semanas do término do 

tratamento medicamentoso. As eutanásias dos animais foram realizadas aos 56 dias 

pós operatórios (Figura 1).  

3.1.8 Eutanásia e obtenção das amostras 
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 Os animais foram profundamente anestesiados e submetidos à eutanásia. A 

eutanásia foi realizada por meio de dose letal de anestésico (Thiopental 150 mg/kg - 

Thiopentax; Cristalia, São Paulo, Brazil). No período de 56 dias após a instalação 

dos implantes (Figura 1). As tíbias direitas e esquerdas foram cuidadosamente 

dissecadas e e fixadas em formoladeido à 10% por um período de 48 horas para os 

processamentos laboratoriais subsequentes. 

3.2 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO DAS AMOSTRAS 

3.2.1 Preparado histológico por desgaste 

Para a avaliação da osseointegração dos implantes de titânio através da 

análise histométrica do contato osso/implante (COI), foi realizada a desidratação e 

concomitante coloração das peças pelo etanol em série crescente (60°GL, 24 horas; 

80°GL, 24 horas; 90°GL, 24 horas; 100°GL, 24 horas) com adição de fucsina básica 

(0,005%), seguida por cinco trocas de acetona, uma a cada seis dias. As amostras 

foram então submetidas a seis banhos (24 horas; 48 horas; 7 dias; 10 dias; 10 dias; 

10 dias) de resina de poliéster cristal de alta viscosidade (Arazyn 1.0#00 BB®, 

Redelease Produtos para Indústrias Ltda., Barueri/SP, BRA), sem adição de 

catalisador e, em seguida, incluídas a vácuo na mesma resina, desta vez com 

adição de seu catalisador específico (Butanox M-50®, Redelease Produtos para 

Indústrias Ltda.). Após a presa completa do material, os excessos de resina foram 

recortados com o auxílio de uma broca de tungstênio de corte cruzado médio 

montada em micromotor odontológico com peça reta. Os blocos de resina contendo 

as tíbias e os seus respectivos implantes de titânio foram então desgastados com a 

utilização de lixas d‟água (Wetordry®, 3M do Brasil Ltda., Sumaré/SP, BRA) de 

granulação crescente (#100; #400; #600), seguindo o longo eixo do implante, até 

atingirem a espessura de 500µm, quando foram colados em lâminas de vidro 

convencionais para microscopia (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais, São José dos 

Pinhais/PR, BRA), utilizando-se adesivo à base de resina fotopolimerizável, com o 

intuito de aumentar a resistência das peças e, assim, possibilitar o término do 

desgaste e polimento das mesmas com lixa d‟água (Wetordry®, 3M do Brasil Ltda.) 

de maior granulação (#1200), até alcançarem a espessura final de 50µm. Todas as 

etapas do processamento para obtenção do preparado histológico por desgaste 

foram baseadas no protocolo descrito por Matheus et al. (2018). 
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3.2.2 Preparado histológico com desmineralização 

  As tíbias direitas pós-fixadas foram submetidas à lavagem em água corrente 

por 12 horas e imersas em solução desmineralizadora, constituída por 10% de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Ethylenediaminetretraacetic acid, Sigma-Aldrich 

Co.) em PBS, durante 30 dias. Após a desmineralização, as amostras foram 

novamente submetidas à lavagem em água corrente por 24 horas e o implante foi 

cuidadosamente removido com o auxílio de uma chave digital de 1,2mm. Na 

sequência foi realizado o processamento histológico convencional para microscopia 

de luz, através da desidratação pelo etanol em série crescente (70°GL, 60 minutos; 

80°GL, 30 minutos; 90°GL, 30 minutos; 95°GL, 60 minutos; 100°GL-I, 60 minutos; 

100°GL-II, 60 minutos; 100°GL-III, 60 minutos), diafanização em sequência de xilol 

(etanol 100°GL 50%/xilol 50%, 60 minutos; xilol-I, 40 minutos, xilol-II, 40 minutos; 

xilol-III, 40 minutos), impregnação pela parafina histológica em série (parafina-I, 60 

minutos; parafina-II, 60 minutos; parafina-III, 60 minutos) e, por fim, inclusão na 

parafina histológica, de modo que o longo eixo da loja anteriormente ocupada pelo 

implante ficasse paralelo à superfície do bloco de parafina. As amostras foram então 

seccionadas em micrótomo com 5µm de espessura, seguindo um plano de corte 

longitudinal em relação à loja anteriormente ocupada pelo implante. Os cortes 

seriados correspondentes à porção central de tal loja foram devidamente coletados 

em lâminas de vidro convencionais para microscopia (Olen®, Kasvi Produtos 

Laboratoriais), impregnadas por polilisina, e em lâminas de vidro silanizadas para 

microscopia (Platinum Line® StarFrost, Mercedes Medical LLC., Sarasota/FL, EUA). 

3.2.3 Coloração pela hematoxilina-eosina (HE)  

Para a análise histopatológica, análise histométrica da porcentagem de tecido 

ósseo total (PTO-T) e análise histométrica da porcentagem de tecido ósseo não vital 

(PTO-NV) na região peri-implantar, as secções histológicas foram submetidas à 

coloração pela HE. Para isso, as secções histológicas coletadas em lâminas de vidro 

convencionais para microscopia passaram pelo processo de desparafinização inicial 

em estufa de cultura bacteriológica com temperatura controlada (56°C a 58°C), 

durante aproximadamente 30 minutos, seguida pela desparafinização completa em 

sequência de xilol (xilol-I, 5 minutos; xilol-II, 5 minutos; xilolIII, 10 minutos), 

hidratação pelo etanol em série decrescente (100°GL-I, 2 minutos; 100°GLII, 2 

minutos; 100°GL-III, 2 minutos; 95°GL, 2 minutos; 70°GL, 2 minutos), lavagem em 
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água, imersão em hematoxilina de Harris por 45 segundos, lavagem em água para 

retirada do excesso de corante, imersão em eosina acrescida de floxina por 3 

minutos, lavagem em água para retirada do excesso de corante, desidratação pelo 

etanol em série crescente (70°GL, 1 minuto; 90°GL, 1 minuto; 95°GL, 1 minuto; 

100°GL-I, 1 minuto; 100°GL-II, 1 minuto; 100°GL-III, 1 minuto), diafanização em 

sequência de xilol (etanol 100°GL 50%/xilol 50%, 1 minuto; xilol-I, 5 minutos; xilol-II, 

5 minutos; xilol-III, 5 minutos) e, por fim, recobrimento com meio de montagem 

(Permount®, Fisher Scientific Company LLC., San Diego/CA, EUA) e proteção com 

lamínulas de vidro (Olen®, Kasvi Produtos Laboratoriais).  

3.3 ANÁLISE DOS DADOS  

3.3.1 Análise da condição geral de saúde dos animais e exame clínico das tíbias e 

da região peri-implantar  

A condição geral de saúde dos animais foi cuidadosamente verificada durante 

todo o período experimental e as intercorrências foram devidamente registradas e 

analisadas. Efetuou-se o monitoramento do peso corporal dos animais em todas as 

aplicações para o ajuste das doses dos medicamentos, e os resultados do peso 

corporal. foram expressos em gramas (g), sob forma de média ± desvio padrão em 

cada grupo experimental (Figura 3). 

 Durante o procedimento cirúrgico para instalação dos implantes de titânio foi 

realizado um minucioso exame clínico de inspeção visual das tíbias direita e 

esquerda dos animais, previamente e posteriormente à incisão, com o intuito de 

possibilitar a verificação do território no qual seriam instalados os implantes, as 

características macroscópicas destes ossos, bem como a presença de lesões pré-

existentes. Durante a fresagem e instalação dos implantes, a resistência óssea 

frente à perfuração e a qualidade do torque de instalação da estrutura de titânio 

também foram observados e registrados. Após a eutanásia, foi novamente realizado 

um cuidadoso exame clínico de inspeção visual da região peri-implantar nas tíbias 

direita e esquerda e os aspectos verificados foram descritos. 

3.3.2 Análises microscópicas  

As análises microscópicas foram realizadas por um examinador calibrado e 

blindado aos grupos experimentais (N.J.A). Tais análises foram realizadas utilizando 
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se um sistema composto por um microscópio de luz (Axio Scope®, Carl Zeiss 

Microscopy GmbH, Göttingen/NI, ALE) com câmera digital acoplada (AxioCam® 

MRc5, Carl Zeiss Microscopy GmbH), conectados ao microcomputador. As 

fotomicrografias das devidas lâminas histológicas foram capturadas segundo a ROI 

para as análises microscópicas, com o auxílio do software ZEN 2 (Blue edition; 

versão 6.1.7601; Carl Zeiss Microscopy GmbH).  

A ROI para as análises microscópicas consistiu na região compreendida pelos 

dois primeiros espaços entre as espiras do implante que estejam situados no tecido 

ósseo esponjoso da tíbia, contados a partir da plataforma da estrutura de titânio 

(FIGURA 6). Esta área foi definida com base em estudos experimentais prévios 

(FAVERANI et al., 2018; MATHEUS et al.).  

Para a análise histopatológica descritiva, além dos tecidos compreendidos na 

ROI previamente descrita, foram também observadas as características 

microscópicas dos demais tecidos adjacentes. 

3.3.3 Análise histopatológica  

Para a análise histopatológica, as fotomicrografias previamente adquiridas 

das lâminas histológicas submetidas à coloração pela HE foram analisadas seguindo 

os parâmetros abaixo descritos:  

a. padrão de celularidade e estruturação do tecido ósseo, levando-se em 

consideração: regularidade das trabéculas ósseas; existência de lacunas 

preenchidas por osteócitos, lacunas contendo remanescentes celulares ou mesmo 

desprovidas de tais células; presença ou ausência de sequestros ósseos.  

b. padrão de celularidade e estruturação do tecido conjuntivo, levando-se em 

consideração: presença ou ausência de fibroblastos; quantidade relativa de 

fibroblastos; características da matriz extracelular, incluindo existência, organização 

e quantidade relativa de fibras colágenas; presença ou ausência de vasos 

sanguíneos; presença ou ausência de células inflamatórias.  

c. natureza e intensidade do processo inflamatório local, levando-se em 

consideração: presença ou ausência de células inflamatórias; quantidade relativa de 

células inflamatórias; natureza das células inflamatórias existentes.  
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Todos os parâmetros avaliados e os seus respectivos subitens foram 

baseados naqueles utilizados por Ervolino et al. (2019), Matheus et al. (2018), 

Statkievicz et al. (2018) e Toro et al. (2019) em suas análises histopatológicas.  

3.3.4 Análise histométrica da porcentagem de tecido ósseo total (PTO-T) e 

análise histométrica da porcentagem de tecido ósseo não vital (PTO-NV) na região 

periimplantar  

As fotomicrografias previamente adquiridas das lâminas histológicas 

submetidas à coloração pela HE foram analisadas através do software ImageJ® 

(versão 1.51i; National Institutes of Health, Bethesda/MD, EUA). Para a análise 

histométrica da PTO-T, com o auxílio da ferramenta Polygon selections, foi 

mensurada primeiramente toda a área da ROI, correspondente, portanto, a 100% da 

área a ser analisada. Na sequência, utilizando-se a mesma ferramenta, foi 

mensurada apenas a área correspondente ao tecido ósseo compreendido dentro da 

ROI, à qual foi atribuída a devida taxa percentual.  

Para a análise histométrica da PTO-NV, admitiu-se primeiramente a área de 

tecido ósseo total anteriormente mensurada como 100% da área a ser analisada e, 

em seguida, também com o auxílio da ferramenta Polygon selections, dentro desta 

mesma região foi mensurada apenas a área correspondente ao tecido ósseo não 

vital, ou seja, aquela em que as lacunas encontravam-se desprovidas de osteócitos 

ou com remanescentes de tais células, à qual foi atribuída a devida taxa percentual. 

Os resultados de ambas as análises foram expressos em porcentagem (%), sob a 

forma de média ± desvio padrão em cada grupo experimental.  

3.3.5 Análise histométrica do contato osso/implante (COI)  

As fotomicrografias previamente adquiridas das lâminas histológicas 

preparadas por desgaste foram analisadas através do software ImageJ® (versão 

1.51i; National Institutes of Health). Para a análise histométrica do COI (Matheus et 

al., 2018), com o auxílio da ferramenta Segmented Line, primeiramente foi realizada 

uma medida linear do perímetro das duas espiras do implante contidas na ROI 

analisada, correspondente, portanto, à taxa de 100%. Em seguida, também com o 

auxílio da ferramenta Segmented Line, foram realizadas medidas lineares apenas da 

região de tecido ósseo que se apresentava em íntimo contato com a superfície de 

tais espiras, à qual foi atribuída a devida taxa percentual. Os resultados foram 
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expressos em %, sob a forma de média ± desvio padrão em cada grupo 

experimental.  

3.3.6 Análise estatística  

Os dados foram analisados no software Bioestat 5.0 (Mamiruá Institute, 

Manaus, AM, Brasil). A normalidade de distribuição dos dados foi testada pelo teste 

de Shapiro-Wilk. As análises de COI, PTO-T e PTO-NV, que apresentaram 

distribuição paramétrica dos dados, foram submetidas a análise de variância pelo 

teste ANOVA e pós teste de múltiplas comparações de Tukey (p≤0,05).  
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4 RESULTADOS 

4.1 CONDIÇÃO GERAL DE SAÚDE DOS ANIMAIS E EXAME CLÍNICO DAS TÍBIAS 

E DA REGIÃO PERI-IMPLANTAR 

Todos os animais incluídos neste estudo apresentaram boas condições gerais 

de saúde, as quais se mantiveram constantes durante todo o período experimental. 

Os subgrupos CIS e ZOL/CIS, no grupo TAR e IME, tiveram perda de peso ao longo 

do experimento e maior perda da pelagem, um efeito colateral do quimioterápico 

Cisplatina. No entanto, todos os animais toleraram muito bem os protocolos 

medicamentosos empregados, bem como os procedimentos de anestesia geral e 

instalação dos implantes de titânio em ambas as tíbias. Ao exame clínico pré-

operatório de inspeção visual das tíbias não foram constatadas lesões pré-existentes 

ou alterações significativas na região em que seriam instalados os implantes. 

Entretanto, um achado clínico que merece especial atenção é o fato de que as tíbias 

dos animais pertencentes aos grupos ZOL e ZOL/CIS apresentaram maior 

resistência à fresagem e friabilidade aumentada quando comparadas aos demais 

grupos, fatores que favorecem à ocorrência de fraturas ósseas e a um travamento 

de menor intensidade, durante o momento de instalação do implante de titânio.  Ao 

exame clínico de inspeção visual das tíbias e da região peri-implantar no momento 

da coleta das amostras após a eutanásia não foram constatadas alterações 

significativas. Os implantes apresentavam-se clinicamente osseointegrados, com 

suas plataformas ao nível do tecido ósseo, e a ferida cirúrgica mostrava-se 

completamente reparada.  

4.1.1 Peso corporal dos animais  

No início do experimento, todos os 80 animais, com idade de 6 meses, 

divididos nos grupos TAR e IME, apresentaram peso médio de 450g. Ao longo do 
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experimento, em todas as aplicações, os animais eram pesados para ajuste da dose 

das medicações. Antes da eutanásia, os ratos foram pesados para comparação com 

o peso inicial. Os grupos SAL-TAR e ZOL-TAR, aumentarm o peso corporal médio, 

quando comparados aos grupos IME, e também quando comparados ao grupo CIS-

TAR e ZOL/CIS-TAR. Os grupos CIS-TAR e ZOL/CIS-TAR diminuiram o peso 

médio, quando comparados aos grupos IME e também quando comparados aos 

grupos SAL-TAR e ZOL-TAR. (Figura 3). 

 

4.2 CONTATO OSSO/IMPLANTE (COI)  

O COI foi caracterizado como as regiões em que o tecido ósseo peri-implantar 

encontrava-se diretamente em contato com as espiras do implante de titânio, sem a 

existência de espaço entre ambos. Em contrapartida, a ausência de contato entre as 

espiras do implante e o tecido ósseo adjacente apresentou-se como áreas 

translúcidas entre tais estruturas. Os grupos SAL-IME (99,11% ± 1,22) e SAL-TAR 

(99,54% ± 0,62) apresentaram maior COI quando comparados aos grupos ZOL-IME 

(84,84% ± 1,99) e ZOL-TAR (87,82% ± 0,72) CIS-IME (70,15% ± 2,05) e CIS-TAR 

(74,83% ± 1,12) e ZOL/CIS-IME (76,88% ± 2,05) e ZOL/CIS-TAR (80,02% ± 0,98). 

Os grupos CIS-IME e CIS-TAR apresentaram menor COI, quando comparados com 

os demais grupos. Os grupos ZOL-IME, CIS-IME, e ZOL/CIS-IME apresentaram 

menor COI, quando comparados ao grupo TAR (Figura 4 e 5).  

  

 4.3 PORCENTAGEM DE TECIDO ÓSSEO TOTAL (PTO-T) NA REGIÃO PERI-

IMPLANTAR  

Os grupos SAL-IME (90,59% ± 1,04) e SAL-TAR (92,68% ± 1,04) 

apresentaram maior PTO-T quando comparados aos grupos ZOL-IME (80,65% ± 

1,42), ZOL-TAR (87,15% ± 1,48), CIS-IME (50,67% ± 3,01), CIS-TAR (56,14% ± 

2,07), ZOL/CIS-IME (74,54% ± 1,22) e ZOL/CIS-TAR (79,38% ± 1,85). Os grupos 

CIS-IME e CIS-TAR apresentaram menor PTO-T, quando comparados com os 

demais grupos. Os grupos ZOL-IME, CIS-IME, e ZOL/CIS-IME apresentaram menor 

PTO-T, quando comparados ao grupo TAR. O grupo SAL-IME e SAL-TAR, não 

apresentaram diferenças estatísticas significantes, intragupo (Figura 6).  
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4.4 PORCENTAGEM DE TECIDO ÓSSEO NÃO VITAL (PTO-NV) NA REGIÃO 

PERI-IMPLANTAR  

Os grupos ZOL/CIS-IME (9,02% ± 0,47) e ZOL/CIS-TAR (7,43% ± 0,39) 

apresentaram maior PTO-NV quando comparados aos grupos SAL-IME (0,26% ± 

0,36), SAL-TAR (0,15% ± 0,21), ZOL-IME (8,72% ± 1,05), ZOL-TAR (6,04% ± 0,62),  

CIS-IME (3,52% ± 0,82) e CIS-TAR (2,30% ± 0,12). Os grupos SAL-IME e SAL-TAR 

apresentaram menor PTO-NV, quando comparados com os demais grupos. A 

grande maioria dos espécimes não apresentou TO-NV. Os grupos ZOL-IME, CIS-

IME, e ZOL/CIS-IME apresentaram maior PTO-NV, quando comparados ao grupo 

TAR. O grupo SAL-IME e SAL-TAR, não apresentaram diferenças estatísticas 

significantes, intragupo (Figura 7).  

 

4.5 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 Na maioria dos espécimes do grupo ZOL-IME, ZOL-TAR e ZOL/CIS-IME, 

ZOL/CIS-TAR foram observadas extensas áreas de tecido ósseo peri-implantar não 

vital, caracterizado por lacunas desprovidas de osteócitos e/ou lacunas preenchidas 

por remanescentes de tais células. Estas características também foram observadas 

no tecido ósseo da região cortical e das trabéculas mais profundamente situadas na 

região medular da tibia. O tecido conjuntivo peri-implantar nos espécimes destes 

grupos, apresentou de pequena a moderada quantidade de fibroblastos e fibras 

colágenas, pequena quantidade de vasos sanguíneos, e infiltrado inflamatório local 

de moderado a intenso, constituído principalmente por linfócitos, eosinófilos e, em 

alguns casos, neutrófilos. Alguns espécimes deste grupo ainda apresentaram tecido 

conjuntivo desestruturado, com poucos fibroblastos e componentes da matriz 

extracelular severamente desorganizados. Os grupos CIS-IME e CIS-TAR 

apresentaram características histológicas similares, os arredores da maioria dos 

espécimes apresentou trabéculas extremamente delgadas de tecido ósseo 

entremeadas com um tecido conjuntivo com diferentes níveis de desestruturação. 

Algumas espiras do implante se mostravam ocupadas exclusivamente por tecido 

conjuntivo que em algumas regiões se mostrava severamente desestruturado e em 

outras regiões com intensa inflamação. O comprometimento tecidual foi nitidamente 

maior em CIS-IME.  Em SAL-IME e SAL-TAR, quase a totalidade dos espécimes 



62 

 

 

apresentou tecido ósseo peri-implantar vital e com trabéculas ósseas regulares, 

nestes grupos não se observou presença de tecido conjuntivo interposto entre o 

tecido ósseo e os implantes. Em nenhum espécime deste grupo se constatou a 

presença de inflamação peri-implantar (Figura 8). 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 

O efeito das medicações sistêmicas sobre a osseointegração tem sido bem 

descrito na literatura (Apostu et al. 2016). A ocorrência ou não da osseointegração, é 

o fator determinante para a definição de sucesso ou insucesso na implantodontia 

(Ogle, 2015; Ouanounou; Hassanpour; Glogauer, 2016; Rittel; Dorogoy; Shemtov-

yona, 2018). A quimioterapia, por exercer influência sobre praticamente todos os 

tecidos do organismo, pode afetar a osseointegração. (Half & Arber, 2009; Kim et al., 

2012). Diversos estudos apontam os danos da Cis sobre o processo de reparo 

ósseo (Al-Mahalawy, Marei, Abuohashish, Alhawaj, Alrefaee, & Al-Jandan, 2016; 

Drake, Clarke, & Khosla, 2008; Matheus et al., 2018; Garcia et al., 2015). Baseado 

no fato de que a população é exposta a este medicamento, no tratamento 

oncológico, e na escassez de informações a respeito dos efeitos do seu uso isolado 

ou combinado, como o caso da associação com o BPs, Zol, o presente estudo 

objetivou avaliar os efeitos, destas duas drogas, isoladas e associadas, sobre os 

tecidos ao redor de implantes de titânio.  

No presente estudo, os implantes foram instalados nas tíbias de ratos, visto 

que é um modelo experimental clássico para a avaliação do reparo peri-implantar, 

especificamente da osseointegração, em razão da previsibilidade do curso de 

reparação tecidual, da similaridade estrutural e taxa de remodelação que o tecido 

ósseo desta região, especialmente o esponjoso, apresenta com o tecido ósseo 

alveolar (Glossel et al., 2010). Entretanto, como qualquer outro modelo experimental 

animal, existem algumas limitações, como a origem embrionária do tecido ósseo 

tibial, a qual difere em relação à das maxilas e da mandíbula, além do metabolismo 
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de roedores ser inúmeras vezes mais acelerado do que o de seres humanos (Gong 

et al., 2017; Matheus et al., 2018). 

Durante todo o período experimental, as condições gerais de saúde dos 

animais se mantiveram estáveis. No entanto, no grupo CIS-TAR e ZOL/CIS-TAR foi 

constatado perda de peso no momento da eutanásia em relação ao peso inicial, 

também quando comparados aos demais grupos experimentais, e  maior perda da 

pelagem, os quais são efeitos colaterais do quimioterápico Cis, onde além dos 

efeitos tóxicos sistêmicos, como nefrotoxocidade, hepatotoxicidade, queda de pelos 

e cabelo (Platistine® CS [bula]. Bentley: Pfizer; 2014.), estudos também avaliaram 

os efeitos colaterais orais desse medicamento e apontaram, dentre as queixas mais 

comuns relatadas pelos pacientes, mucosite, ardência bucal, xerostomia, perda de 

apetite e consequente perda de peso (Herlofson BB et al., 1997; McDonald AR, 

Pogrel MA., Sharma A., 1998.) . 

Outro efeito colateral decorrente da quimioterapia, especificamente com Cis, é 

a redução na remodelação óssea (Young DR et al., 1997; Monsell FP et al., 2013). 

Estudo in vivo, em cães, verificou que, quando esta droga foi administrada após 

cirurgia ortopédica, houve uma menor quantidade de osso neoformado (Young DR 

et al., 1997). Outros autores avaliaram o efeito da droga na osseointegração de 

implantes dentários com diferentes protocolos e observaram redução na qualidade e 

quantidade do osso neoformado (Al-Mahalawy H. et al., 2016, Matheus HR. et al., 

2018.). Corroborando com nosso estudo, onde os grupos CIS-IME e CIS-TAR 

apresentaram menor porcentagem de tecido ósseo total (PTO-T), quando 

comparados com os demais grupos. Os efeitos deste quimioterápico sobre o tecido 

ósseo ainda não estão bem estabelecidos na literatura, pois não está claro se a Cis 

age diretamente na morte celular, reduzindo a capacidade de mitose das células 

formadoras de osso, ou com um efeito sistêmico secundário para reduzir o 

metabolismo ósseo (Young DR et al., 1997). 

O Zol é um medicamento empregado no tratamento de doenças ou condições 

que desencadeiam osteólise. Por ser o BPs de maior potência, seu uso tem sido 

associado com a maioria dos casos de ONM-M (Drake, Clarke, & Khosla, 2008). A 

etiopatogenia da doença ainda é pobremente compreendida, o que dificulta sua 

prevenção e tratamento (Allen & Burr, 2009). Embora a ONM-M tenha sido 

caracterizada clinicamente por Ruggiero et al. (2014) como uma área de exposição 
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óssea na região maxilofacial, alguns estágios da evolução da doença foram 

propostos pelos mesmos autores. Um estágio 0 da ONM-M precede a manifestação 

clínica da doença, no qual podem ser evidenciados por sinais clínicos e/ou 

radiográficos e/ou histopatológicos de necrose óssea. No presente estudo, 

evidenciamos estas caracteristicas, na análise histopatológica. Os grupos ZOL-IME, 

ZOL-TAR, ZOL/CIS-IME e ZOL/CIS-TAR demonstraram inúmeras áreas de tecido 

ósseo não vital, constituídas por lacunas desprovidas de osteócitos e/ou mesmo 

com remanescentes de tais células (Martelli et al., 2017; Carmagnola et al., 2013; 

Córdova et al., 2016; de Antoni et al., 2018; de Barros silva et al., 2016; Yamamoto-

silva et al., 2013). Estudos em outros modelos experimentais colaboram com nosso 

estudo, onde demonstraram que as lacunas vazias não são reabsorvidas durante o 

processo de reparação tecidual devido à supressão da remodelação óssea induzida 

pelos BPs (BI et al., 2010; Kikuiri et al., 2010). O tecido conjuntivo peri-implantar 

apresentava-se relativamente desestruturado, com matriz extracelular fibrilar pouco 

evidente e desorganizada, fibroblastos esparsos e processo inflamatório de 

moderado a intenso, à semelhança dos resultados descritos por Toro et al. (2019) e 

Weber et al. (2017). Sendo assim, ao relacionar os dados encontrados aos achados 

histopatológicos, um posterior efeito negativo desta droga sobre pré osteoblastos, 

osteoblastos e osteócitos, associado à supressão da atividade reabsortiva dos 

osteoclastos e, consequentemente, da remodelação óssea, seja capaz de provocar 

o surgimento de numerosas áreas de tecido ósseo não vital nesta região e predispor 

ao surgimento das lesões osteonecróticas. 

As ações sobre os osteoclastos explicam concomitantemente, os grupos ZOL-

IME, ZOL-TAR, ZOL/CIS-IME e ZOL/CIS-TAR apresentarem maior PTO-T quando 

comparados aos grupos CIS-IME e CIS-TAR, como a maior PTO-NV comparado 

com os demais grupos, pois, a inibição da reabsorção óssea minimiza a perda óssea 

peri-implantar, mas também compromete a remodelação óssea, que é composta por 

uma etapa onde ocorre a reabsorção óssea, e por uma outra onde ocorre a 

neoformação óssea, que é de fundamental importância para manutenção da 

homeostase do tecido ósseo (Martelli et al., 2017; Carmagnola et al., 2013). A PTO-

NV nos grupos CIS-IME e CIS-TAR pode ser um evento decorrente da citotoxicidade 

da Cis. Quando combinamos as duas drogas, nos grupos ZOL/CIS-IME e ZOL/CIS-

TAR, observamos maior PTO-NV, quando comparados aos demais grupos.  Desta 
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maneira, ao combinar as medicações (Cis e Zol), seus efeitos prejudiciais parecem 

ser potencializados e maior PTO-NV foi observada quando comparado com os 

demais grupos, aumentando o risco para desenvolvimento da ONM-M. 

A influência negativa da Cis também foi observada sobre o contato 

osso/implante (COI), onde nos grupos CIS-IME e CIS-TAR apresentaram menor 

COI, quando comparados aos outros grupos experimentais. O maior COI nos grupos 

ZOL-IME e ZOL-TAR, também são explicadas devido ao Zol, inibir a reabsorção 

óssea, aumentando assim, a porcentagem do COI. Outro achado importante do 

nosso estudo foi a comparação dos grupos IME e TAR, onde os resultados do grupo 

IME, apresentaram se piores em todos os subgrupos, quando comparados ao grupo 

TAR. Demonstrando que a reabilitação com implantes imediatamente ao término do 

tratamento oncológico, ou durante o mesmo, é contraindicado.   

A interpretação dos dados apresentados pelo presente estudo elucida alguns 

mecanismos pelos quais a associação de Cis e Zol amplificam os danos causados 

aos tecidos peri-implantares quando comparados a sua administração com placebo, 

grupos SAL-IME e SAL-TAR. Mais estudos clínicos e pré clínicos são necessários 

para elucidar os mecanismos e ações destas drogas, que ainda permanecem sem 

uma resposta definitiva. Desta forma, os cirurgiões dentistas precisam estar atentos 

aos achados clínicos e radiográficos, conhecer os efeitos deletérios e complicações 

desses medicamentos na cavidade bucal, assim como, planejar o momento ideal de 

realizar reabilitações com implantes, para minimizar a ocorrência destas 

complicações.  
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6 CONCLUSÃO 

Pode-se concluir, dentro dos limites do presente estudo, que tanto o Zol quanto 

o quimioterápico Cis, ainda que isoladamente, são capazes de prejudicar os tecidos 

peri-implantares, mesmo em fases avançadas do processo de reparo ou 

remodelação óssea. Também, os animais que receberam ambos os medicamentos 

apresentam comprometimento mais severo desses tecidos quando comparado com 

os animais expostos a apenas uma dessas substâncias isoladamente. 
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Figura 1 Fluxograma ilustrativo evidenciando os procedimentos experimentais 

executados em seus respectivos intervalos de tempo nos subgrupos SAL, ZOL, CIS 

e ZOL-CIS, nos grupos imediatos (IME) e tardio (TAR). Abreviações: IP, via de 

administração intraperitoneal.  
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Figura 2 Sequência de procedimentos clínicos para a instalação do implante de 

titânio na tíbia dos ratos. Descrição: (A) Incisão realizada na porção medial da pata 

posterior do animal após a tricotomia e antissepsia desta região; (B) Tecidos moles 

afastados até a completa exposição do tecido ósseo subjacente; (C) Fresagem do 

osso para confecção de um leito bicortical na metáfise proximal da tíbia sob 

constante irrigação com solução de NaCl 0,9%; (D) Instalação do implante de titânio 

com chave digital; (E) Implante em posição apresentando sua plataforma ao nível do 

tecido ósseo; (F) Ferida cirúrgica suturada. FONTE: O Autor (2021).
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Figura 3 Peso corporal dos animais dos diferentes grupos no período experimental. 

(A) Gráfico apresentando o peso corporal dos animais nos subgrupos SAL, ZOL, 

CIS, ZOL/CIS, no grupo imediato (IME); (B) Gráfico apresentando o peso corporal 

dos animais nos subgrupos SAL, ZOL, CIS, ZOL/CIS, no grupo tardio (TAR); 

Abreviação e símbolos: * diferença estatisticamente significante (p<0,05) intragrupo, 
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† diferença estatisticamente significante (p<0,05) intergrupo. g, gramas. FONTE: O 

Autor (2021). 

 

Figura 4 Contato osso/implante (COI) nos diferentes grupos experimentais. 

Descrição: Gráfico apresentando o COI para os subgrupos SAL, ZOL, CIS e 

ZOL/CIS, nos grupos Tardio (TAR) e Imediato (IME). Abreviação e símbolos: * 

diferença estatisticamente significante (p<0,05) intragrupo, † diferença 

estatisticamente significante (p<0,05) intergrupo. COI, contato osso/implante. 

FONTE: O Autor (2021). 
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Figura 5 Descrição: (A, B, C, D) Fotomicrografias de lâminas histológicas 

preparadas por desgaste evidenciando a região de contato entre as espiras do 

implante de titânio e o tecido ósseo adjacente nos subgrupos SAL, ZOL, CIS, 

ZOL/CIS, no grupo imediato (IME); (E, F, G, H) Fotomicrografias de lâminas 

histológicas preparadas por desgaste evidenciando a região de contato entre as 

espiras do implante de titânio e o tecido ósseo adjacente nos subgrupos SAL, ZOL, 

CIS, ZOL/CIS, no grupo tardio (TAR). Abreviação e símbolos: COI, contato 

osso/implante; setas brancas, ausência de contato entre as espiras do implante de 

titânio e o tecido ósseo adjacente. Coloração: fucsina básica (acrescida ao etanol 

durante o processo de desidratação das amostras). Aumentos originais: 100x Barras 

de escala: 100µm. FONTE: O Autor (2021). 
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Figura 6 Porcentagem de tecido ósseo total (PTO-T na região peri-implantar dos 

diferentes grupos experimentais. Descrição: Gráfico apresentando a porcentagem de 

tecido ósseo total (PTO-T) para os subgrupos SAL, ZOL, CIS e ZOL/CIS, nos grupos 

Tardio (TAR) e Imediato (IME). Abreviação e símbolos: * diferença estatisticamente 

significante (p<0,05) intragrupo, † diferença estatisticamente significante (p<0,05) 

intergrupo.  PTO-T, porcentagem de tecido ósseo total, TO-T, tecido ósseo total. 

FONTE: O Autor (2021). 
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Figura 7 Porcentagem de tecido ósseo não vital (PTO-NV) na região peri-implantar 

dos diferentes grupos experimentais. Descrição: Gráfico apresentando a 

porcentagem de tecido ósseo não vital (PTO-NV) para os subgrupos SAL, ZOL, CIS 

e ZOL/CIS, nos grupos Tardio (TAR) e Imediato (IME). Abreviação e símbolos: * 

diferença estatisticamente significante (p<0,05) intragrupo, † diferença 

estatisticamente significante (p<0,05) intergrupo.  PTO-NV, porcentagem de tecido 

ósseo não vital. FONTE: O Autor (2021).  
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Figura 8 Aspecto histopatológico dos tecidos peri-implantares nos diferentes grupos 

experimentais. Descrição: (A, B, C, D, E, F, G, H.) Fotomicrografias evidenciando as regiões 

de tecido ósseo e tecido conjuntivo periimplantares no subgrupos SAL, ZOL, CIS e ZOL/CIS, 

do grupo Imediato (IME); (I, J, K, L, M, N, O, P.) Fotomicrografias evidenciando as regiões 

de tecido ósseo e tecido conjuntivo periimplantares no subgrupos SAL, ZOL, CIS e ZOL/CIS, 

do grupo Tardio (TAR). Abreviações e símbolos: setas pretas, exemplos de osteócitos; setas 

azuis, exemplos de lacunas desprovidas de osteócitos; setas verdes, exemplos de lacunas 

contendo remanescentes de osteócitos; to, tecido ósseo; tonv, tecido ósseo não vital. 

Coloração: HE. Aumentos originais: 100x (E, F, G, H, M, N, O, P); 400x (A, B, C, D, I, J, K, 
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L.). Barras de escala: (E, F, G, H, M, N, O, P); 50µm (A, B, C, D, I, J, K, L.). FONTE: O 

Autor (2021). 
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increasingly requiring authors to have ORCID IDs.) 

To submit, login at https://mc.manuscriptcentral.com/jcpe and create a new submission. 
Follow the submission steps as required and submit the manuscript. 
If you are invited to revise your manuscript after peer review, the journal will also request 
the revised manuscript to be formatted according to journal requirements as described 
below.  

 
 
Cover Letters 
Cover letters are not mandatory; however, they may be supplied at the author‟s discretion. 
 
Parts of the Manuscript 
The manuscript should be submitted in separate files: main text file; figures. 
 
Main Text File 
The text file should be presented in the following order: 
i. A short informative title containing the major key words. The title should not contain 
abbreviations (see Wiley's best practice SEO tips); 
ii. A short running title of less than 40 characters; 
iii. The full names of the authors; 
iv. The author's institutional affiliations where the work was conducted, with a footnote for the 
author‟s present address if different from where the work was conducted; 
v. Acknowledgments; 
vi. Abstract and keywords; 
vii. Clinical Relevance 
viii. Main text; 
ix. References; 
x. Tables (each table complete with title and footnotes); 
xi. Figure legends; 
xiii. Appendices (if relevant). 
Figures and supporting information should be supplied as separate files. 
 
Authorship 
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Please refer to the journal‟s authorship policy the Editorial Policies and Ethical Considerations 
section for details on eligibility for author listing. 
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Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with 
permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and material support 
should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not appropriate. 
 
Conflict of Interest Statement 
Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission process. 
For details on what to include in this section, see the section „Conflict of Interest‟ in the Editorial 
Policies and Ethical Considerations section below. Submitting authors should ensure they 
liaise with all co-authors to confirm agreement with the final statement. 
 
Abstract 
The abstract is limited to 200 words in length and should not contain abbreviations or references. 
The abstract should be organized according to the content of the paper. 
For Original Research Articles the abstract should be organized with aim, materials and methods, 
results and conclusions. 
For clinical trials, it is encouraged that the abstract finish with the clinical trial registration number 
on a free public database such as clinicaltrials.gov. 
 
Keywords 
Please provide 1-5 keywords. When appropriate keywords are available, they should be taken 
from those recommended by the US National Library of Medicine's Medical Subject Headings 
(MeSH) browser list at www.nlm.nih.gov/mesh. Authors may add specific keywords. 
 
Main Text 
All manuscripts should emphasize clarity and brevity. Authors should pay special attention to the 
presentation of their findings so that they may be communicated clearly. Technical jargon should 
be avoided as much as possible and be clearly explained where its use is unavoidable. 
 
Clinical Relevance 
This section is aimed at giving clinicians a reading light to put the present research in perspective. 
It should be no more than 100 words and should not be a repetition of the abstract. It should 
provide a clear and concise explanation of the rationale for the study, of what was known before 
and of how the present results advance knowledge of this field. If appropriate, it may also contain 
suggestions for clinical practice. 
It should be structured with the following headings: Scientific rationale for study; Principal 
findings; Practical implications. 
Authors should pay particular attention to this text as it will be published in a highlighted box 
within their manuscript; ideally, reading this section should leave clinicians wishing to learn more 
about the topic and encourage them to read the full article. 
 
References 
It is the policy of the Journal to encourage reference to the original papers rather than to literature 
reviews. Authors should therefore keep citations of reviews to the absolute minimum. 
References should be prepared according to the Publication Manual of the American 
Psychological Association (6th edition). This means in text citations should follow the author-date 
method whereby the author's last name and the year of publication for the source should appear 
in the text, for example, (Jones, 1998). The complete reference list should appear alphabetically 
by name at the end of the paper. 
A sample of the most common entries in reference lists appears below. Please note that a DOI 
should be provided for all references where available. For more information about APA 
referencing style, please refer to the APA FAQ. Please note that for journal articles, issue 
numbers are not included unless each issue in the volume begins with page one. 
Journal article 
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Beers, S. R. , & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with 
maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American Journal of Psychiatry, 159, 
483–486. doi:10.1176/appi.ajp.159.3.483 
Book 
Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students who are visually 
impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-ed. 
Chapter in an Edited Book 
Borstrøm, I., & Elbro, C. (1997). Prevention of dyslexia in kindergarten: Effects of phoneme 
awareness training with children of dyslexic parents. In C. Hulme & M. Snowling (Eds.), Dyslexia: 
Biology, cognition and intervention (pp. 235–253). London: Whurr. 
Internet Document 
Norton, R. (2006, November 4). How to train a cat to operate a light switch [Video file]. Retrieved 
from http://www.youtube.com/watch?v=Vja83KLQXZs 
Please note that all unpublished papers (submitted or in press) included in the reference list 
should be provided in a digital version at submission. The unpublished paper should be uploaded 
as a supplementary file for review. 
 
Tables 
Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the text. 
They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be concise but 
comprehensive – the table, legend, and footnotes must be understandable without reference to 
the text. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: †, ‡, §, ¶, should be 
used (in that order) and *, **, *** should be reserved for P-values. Statistical measures such as 
SD or SEM should be identified in the headings. 
 
Figure Legends 
Legends should be concise but comprehensive – the figure and its legend must be 
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and 
define/explain all abbreviations and units of measurement. 
 
Figures 
Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review 
purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted. 
Click here for the basic figure requirements for figures submitted with manuscripts for initial peer 
review, as well as the more detailed post-acceptance figure requirements. 
 
Colour Figures. Figures submitted in colour may be reproduced in colour online free of charge. 
Please note, however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in 
black and white so that they are legible if printed by a reader in black and white. 
 
Reproduction of Copyright Material 
If excerpts from copyrighted works owned by third parties are included, credit must be shown in 
the contribution. It is the author‟s responsibility to also obtain written permission for reproduction 
from the copyright owners. For more information visit Wiley‟s Copyright Terms & Conditions FAQ 
at http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-terms--conditions_301.html 
 
Data Citation 
Please review Wiley’s data citation policy here. 
 
Additional Files 
 
Appendices 
Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as 
separate files but referred to in the text. 
 
Supporting Information 
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Supporting information is information that is not essential to the article, but provides greater depth 
and background. It is hosted online and appears without editing or typesetting. It may include 
tables, figures, videos, datasets, etc. 
Click here for Wiley‟s FAQs on supporting information. 
Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are 
available via a publicly available data repository, authors should include a reference to the 
location of the material within their paper. 
 
General Style Points 
The following points provide general advice on formatting and style. 

 Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Journal of Clinical Periodontology adheres 
to the conventions outlined in Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and 
Scientific Editors and Authors. Abbreviations should be kept to a minimum, particularly 
those that are not standard. Non-standard abbreviations must be used three or more 
times and written out completely in the text when first used. 

 
Resource Identification Initiative 
The journal supports the Resource Identification Initiative, which aims to promote research 
resource identification, discovery, and reuse. This initiative, led by the Neuroscience 
Information Framework and the Oregon Health & Science University Library, provides 
unique identifiers for antibodies, model organisms, cell lines, and tools including software and 
databases. These IDs, called Research Resource Identifiers (RRIDs), are machine-readable and 
can be used to search for all papers where a particular resource was used and to increase 
access to critical data to help researchers identify suitable reagents and tools. 
Authors are asked to use RRIDs to cite the resources used in their research where applicable in 
the text, similar to a regular citation or Genbank Accession number. For antibodies, authors 
should include in the citation the vendor, catalogue number, and RRID both in the text upon first 
mention in the Methods section. For software tools and databases, please provide the name of 
the resource followed by the resource website, if available, and the RRID. For model organisms, 
the RRID alone is sufficient. 
Additionally, authors must include the RRIDs in the list of keywords associated with the 
manuscript. 
 
To Obtain Research Resource Identifiers (RRIDs) 

1. Use the Resource Identification Portal, created by the Resource Identification Initiative 
Working Group. 

2. Search for the research resource (please see the section titled “Search Features and 
Tips” for more information). 

3. Click on the “Cite This” button to obtain the citation and insert the citation into the 
manuscript text.  

If there is a resource that is not found within the Resource Identification Portal, authors are 
asked to register the resource with the appropriate resource authority. Information on how to do 
this is provided in the “Resource Citation Guidelines” section of the Portal. 
If any difficulties in obtaining identifiers arise, please contact rii-help@scicrunch.org for 
assistance. 
 
Example Citations 
Antibodies: "Wnt3 was localized using a rabbit polyclonal antibody C64F2 against Wnt3 (Cell 
Signaling Technology, Cat# 2721S, RRID: AB_2215411)" 
Model Organisms: "Experiments were conducted in c. elegans strain SP304 
(RRID:CGC_SP304)" 
Cell lines: "Experiments were conducted in PC12 CLS cells (CLS Cat# 500311/p701_PC-12, 
RRID:CVCL_0481)" 
Tools, Software, and Databases: "Image analysis was conducted with CellProfiler Image Analysis 
Software, V2.0 (http://www.cellprofiler.org, RRID:nif-0000-00280)" 
 
Wiley Author Resources 
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Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for 
submission available here. In particular, authors may benefit from referring to Wiley‟s best 
practice tips on Writing for Search Engine Optimization. 
 
Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expert help with English Language 
Editing, as well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and 
graphical abstract design – so you can submit your manuscript with confidence. 
Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing and 
preparing your manuscript.         
Japanese authors can also find a list of local English improvement services 
at http://www.wiley.co.jp/journals/editcontribute.html. All services are paid for and arranged 
by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for 
publication. 
 
Guidelines for Cover Submission 
If you would like to send suggestions for artwork related to your manuscript to be considered to 
appear on the cover of the journal, please follow these guidelines. 
 
5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS 
 
Peer Review and Acceptance 
The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its 
significance to journal readership. Manuscripts are single-blind peer reviewed. Papers will only be 
sent to review if the Editor-in-Chief determines that the paper meets the appropriate quality and 
relevance requirements.  
Wiley's policy on the confidentiality of the review process is available here. 
 
Appeal of Decision 
Under exception circumstances, authors may appeal the editorial decision. Authors who wish to 
appeal the decision on their submitted paper may do so by e-mailing the editorial office 
at cpeedoffice@wiley.com with a detailed explanation for why they find reasons to appeal the 
decision. 
Please note that all revisions and resubmissions of papers should also include a separate rebuttal and a 

tracked changes document to assist in peer review. 
 
Human Studies and Subjects 
For manuscripts reporting medical studies that involve human participants, a statement identifying 
the ethics committee that approved the study and confirmation that the study conforms to 
recognized standards is required, for example: Declaration of Helsinki; US Federal Policy for 
the Protection of Human Subjects; or European Medicines Agency Guidelines for Good 
Clinical Practice. It should also state clearly in the text that all persons gave their informed 
consent prior to their inclusion in the study. 
Patient anonymity should be preserved. When detailed descriptions, photographs, or videos of 
faces or identifiable body parts are used that may allow identification, authors should obtain the 
individual's free prior informed consent. Authors do not need to provide a copy of the consent 
form to the publisher; however, in signing the author license to publish, authors are required to 
confirm that consent has been obtained. Wiley has a standard patient consent form available 
for use. Where photographs are used they need to be cropped sufficiently to prevent human 
subjects being recognized; black eye bars should not be used as they do not sufficiently protect 
an individual‟s identity). 
 
Animal Studies 
A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed and 
approved, as well as the name of the body giving approval, must be included in the Methods 
section of the manuscript. Authors are encouraged to adhere to animal research reporting 
standards, for example the ARRIVE guidelines for reporting study design and statistical analysis; 
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experimental procedures; experimental animals and housing and husbandry. Authors should also 
state whether experiments were performed in accordance with relevant institutional and national 
guidelines for the care and use of laboratory animals: 

 US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for the 
Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on Humane 
Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals. 

 UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific Procedures) 
Act 1986 Amendment Regulations (SI 2012/3039). 

 European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU. 
 
Clinical Trial Registration 
The journal requires that clinical trials are prospectively registered in a publicly accessible 
database and clinical trial registration numbers should be included in all papers that report their 
results. Authors are asked to include the name of the trial register and the clinical trial registration 
number at the end of the abstract. If the trial is not registered, or was registered retrospectively, 
the reasons for this should be explained. 
 
Research Reporting Guidelines 
Accurate and complete reporting enables readers to fully appraise research, replicate it, and use 
it. Authors are required to adhere to recognised research reporting standards. The EQUATOR 
Network collects more than 370 reporting guidelines for many study types, including for: 

 Randomised trials : CONSORT  
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines. A CONSORT checklist 
should also be included in the submission material. If your study is a randomized clinical 
trial, you will need to fill in all sections of the CONSORT Checklist. If your study is not a 
randomized trial, not all sections of the checklist might apply to your manuscript, in which 
case you simply fill in N/A. 

 Observational studies : STROBE  
 Systematic reviews : PRISMA  
 Case reports : CARE  
 Qualitative research : SRQR  
 Diagnostic / prognostic studies : STARD  
 Quality improvement studies : SQUIRE  
 Economic evaluations : CHEERS  
 Animal pre-clinical studies : ARRIVE  
 Study protocols : SPIRIT  
 Clinical practice guidelines : AGREE 

 
We also encourage authors to refer to and follow guidelines from: 

 Future of Research Communications and e-Scholarship (FORCE11)  
 National Research Council's Institute for Laboratory Animal Research guidelines  
 The Gold Standard Publication Checklist from Hooijmans and colleagues  
 Minimum Information Guidelines from Diverse Bioscience Communities (MIBBI) website  
 FAIRsharing website 

 
Species Names 
Upon its first use in the title, abstract, and text, the common name of a species should be 
followed by the scientific name (genus, species, and authority) in parentheses. For well-known 
species, however, scientific names may be omitted from article titles. If no common name exists 
in English, only the scientific name should be used. 
 
Genetic Nomenclature 
Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein 
designations whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must follow the current 
HGVS guidelines; see varnomen.hgvs.org, where examples of acceptable nomenclature are 
provided. 
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Sequence Data 
 
Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major 
collaborative databases: DDBJ, EMBL, or GenBank. It is only necessary to submit to one 
database as data are exchanged between DDBJ, EMBL, and GenBank on a daily basis. The 
suggested wording for referring to accession-number information is: „These sequence data have 
been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U12345‟. 
Addresses are as follows: 

 DNA Data Bank of Japan (DDBJ): www.ddbj.nig.ac.jp 
 EMBL Nucleotide Archive: ebi.ac.uk/ena 
 GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank 

 
Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories: 

 Protein Information Resource (PIR): pir.georgetown.edu 
 SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top 

 
Structural Data 
For papers describing structural data, atomic coordinates and the associated experimental data 
should be deposited in the appropriate databank (see below). Please note that the data in 
databanks must be released, at the latest, upon publication of the article. We trust in the 
cooperation of our authors to ensure that atomic coordinates and experimental data are released 
on time. 

 Organic and organometallic compounds: Crystallographic data should not be sent as 
Supporting Information, but should be deposited with the Cambridge Crystallographic 
Data Centre (CCDC) at ccdc.cam.ac.uk/services/structure%5Fdeposit. 

 Inorganic compounds: Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ; fiz-karlsruhe.de). 
 Proteins and nucleic acids: Protein Data Bank (rcsb.org/pdb). 
 NMR spectroscopy data: BioMagResBank (bmrb.wisc.edu). 

 
Statistical Analysis 
As papers frequently provide insufficient detail as to the performed statistical analyses, please 
describe with adequate detail. For clinical trials intention to treat analyses are encouraged (the 
reasons for choosing other types of analysis should be highlighted in the submission letter and 
clarified in the manuscript). 
 
Conflict of Interest 
The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any 
interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing an author's 
objectivity is considered a potential source of conflict of interest. These must be disclosed when 
directly relevant or directly related to the work that the authors describe in their manuscript. 
Potential sources of conflict of interest include, but are not limited to: patent or stock ownership, 
membership of a company board of directors, membership of an advisory board or committee for 
a company, and consultancy for or receipt of speaker's fees from a company. The existence of a 
conflict of interest does not preclude publication. If the authors have no conflict of interest to 
declare, they must also state this at submission. It is the responsibility of the corresponding 
author to review this policy with all authors and collectively to disclose with the submission ALL 
pertinent commercial and other relationships. 
See Editor-in-Chief Maurizio Tonetti‟s Editorial on Conflict of Interest and Source of 
Funding and www.icmje.org/#conflicts for generally accepted definitions. 
The above policies are in accordance with the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted 
to Biomedical Journals produced by the International Committee of Medical Journal Editors 
(http://www.icmje.org/). It is the responsibility of the corresponding author to have all authors of 
a manuscript fill out a conflict of interest disclosure form, and to upload all forms together with the 
manuscript on submission. The disclosure statement should be included under 
Acknowledgements. Please find the form below: 
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Funding 
Authors should list all funding sources at submission. Authors are responsible for the accuracy of 
their funder designation. If in doubt, please check the Open Funder Registry for the correct 
nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-registry/ 
 
Authorship 
The journal follows the ICMJE definition of authorship, which indicates that authorship be 
based on the following 4 criteria: 

1. Substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition, 
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