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Fabris ALS. Analise histoldgica, imunoistoquimica e morfométrica de bidpsias de tecido
6sseo de pacientes hipertensos compensados [Tese]. Aragatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2016.

Resumo

Objetivo: O presente estudo objetivou avaliar as caracteristicas
morfométicas, histolégicas e imunoistoquimicas do tecido dsseo coletado de pacientes
portadores de hipertensao arterial sistémica compensada pelo uso de medicamentos

antagonistas do sistema renina-angiotensina-aldoesterona (SRAA).

Materiais e Métodos: Trinta pacientes com indicacdo para reabilitacdo por
meio de implantes instalados na regido posterior de mandibula foram divididos em
dois grupos, seguindo os critérios de inclusdao e exclusao previamente estabelecidos. O
primeiro grupo ndo apresentava alteragBes sistémicas (GSA) e ndo fazia uso de
gualquer medicacdo e, o segundo grupo foi composto por pacientes hipertensos
diagnosticados e medicados por antagonistas do SRAA (GAS). Durante o procedimento
cirargico para instalagdo dos implantes osseointegraveis com superficie texturizada,
foram coletados blocos dsseos por meio de bidpsia com broca trefina de 3,0mm de
diametro nos locais de instalacdo dos implantes. As bidpsias coletadas foram
separadas para avaliacdo por microtomografia computadorizada, sendo avaliados os
seguintes parametros: volume dsseo (BV/TV), percentual de volume dsseo (BV/TV),
espessura de trabéculas (Tb.Th), nimero de trabéculas (Tb.N), separacdo entre as
trabéculas (Tb.S) e porosidade total (Po-tot). Também foi realizada a andlise dos cortes

histolégicos corados por hematoxilina e eosina, bem como a avaliagao



20

imunoistoquimica de proteinas que caracterizam as células da linhagem osteoblastica:

Runx2, Osteopontina e Osteocalcina

Resultados: Para todos os parametros analisados (BV, BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.S
e Po-tot), houve similaridade na comparacdo entre os grupos GAS e GSA (p<0,05, teste
t). As imunomarcagdes para osteopontina e osteocalcina mostraram-se semelhantes
nos dois grupos. Vale destacar importante marcacdo observada no grupo GAS para o
fator de transcricdo Runt 2 (Runx2), em comparacdo a marcacao da mesma proteina no
grupo GSA. Além disso, a biologia do tecido ésseo do ponto de vista histolédgico foi

semelhante nos dois grupos.

Conclusdes: Foi possivel concluir que individuos hipertensos tratados com
antagonistas do SRAA apresentam grande similaridade &ssea microestrutural e

também celular/protéica aos individuos normotensos.

Palavras chaves: hipertensao, implantes dentdrios, 0sso e 0ssos.
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Fabris ALS. Histological, molecular and morphometric analysis of bone tissue biopsies
in compensated hypertensive patients [Thesis]. Aragatuba: UNESP - S3ao Paulo State

University; 2016.

Abstract

Objectives: This study aimed to evaluate the morphometric characteristics,
histological and immunohistochemical bone tissue collected from patients with
hypertension offset by the use of drugs antagonists of the renin angiotensin system.

Material and Methods: 30 patients referred for rehabilitation with implants
placed in the posterior mandible were divided into two groups, following the criteria of
inclusion and exclusion previously established. The first group showed no systemic
changes (GSA) and did not use any medication and the second group was composed of
diagnosed hypertensive patients treated by RAAS (GAS) antagonists. During the
procedure for installation of dental implants with textured surface, they were collected
bone blocks through biopsy trephine drill 3.0mm diameter implants in the installation
sites. The collected biopsies were separated for evaluation by microtomography, being
evaluated the following parameters: bone volume (BV / TV), trabecular thickness
(Tb.Th), trabecular number (Tb.N), separation of the trabecular (Tb.S) and total
porosity (Po-tot). Also the analysis of histological sections stained with hematoxylin
and eosin staining was performed as well as the immunohistochemical evaluation of
proteins that characterize the cells of osteoblast lineage: Runx2, osteopontin and

osteocalcin
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Results: For all parameters (BV, BV / TV, Th.Th, Tb.N, Tb.S and E-tot) were
similar in the comparison between GAS and GSA (p> 0.05, t test). The biology of bone
tissue to analyze by immunohistochemistry presented similar results in both groups,
with markings scores in ordinal qualitative analysis for transcription factor related to
Runt 2 (Runx2) - GSA (light) and GAS (moderate), osteopontin (OP) - GSA (mild to
moderate) and GAS (moderate to intense), osteocalcin (OC) - GSA (intense) and GAS
(moderate). Furthermore, the biology of bone tissue was histologically similar in both
groups.

Conclusions: Therefore, it was concluded that hypertensive subjects treated
with renin-angiotensin system antagonists have great bone microstructural similarity
and also cell / protein to normotensive individuals.

Key-words: hypertension, dental implants, bone and bones.
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Introducao

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) foi considerada como a complicacao
cardiovascular mais encontrada em todo o mundo nas ultimas duas décadas (Afghani e
Goran, 2007; Otgontuya et al., 2013; Tibazarwa e Damasceno, 2014). De acordo com a
pesquisa Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefonico — Vigitel de 2014, 24,8% da populagdo brasileira apresenta hipertensao
arterial, segundo dados da American Heart Association 2013, uma a cada 3 pessoas na
populacdo adulta dos EUA tem hipertensado. Estima-se que cerca de 50% dos acidentes
vasculares encefdlicos, 42% das doengas isquémicas do coragao e 22% de outras
complicagdes cardiovasculares em homens e mulheres com idade superior a 30 anos,
sdo decorrentes da HAS (Mohan et al.,, 2013; Gealh et al., 2014; Tibazarwa e
Damasceno, 2014).

Dentre as disfuncdes metabdlicas observadas na hipertensdao em relacdo ao
tecido dsseo, é conhecido que individuos hipertensos apresentam metabolismo
anormal de calcio resultando em concentragdes inferiores desse mineral, de vitamina
D, magnésio e altas concentracdes de hormonio da paratireoide (PTH) (Mccarron et al.,
1981; Wright e Rankin, 1982; Javed et al., 2012; Pludowski et al., 2013), prejudicando a
qgualidade e a densidade do tecido 6sseo (Afghani e Goran, 2007; Manrique et al.,
2012). Portanto, uma questdo que precisa ser abordada de forma adequada, refere-se
a qualidade do tecido 6sseo em pacientes hipertensos, e ainda, a capacidade de
formagao dssea em situagdes como a osseointegracdo apds a instalagdo desses

implantes.
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O sistema renina-angiotensina-aldoesterona (SRAA) consiste numa cascata
hormonal que atua como um dos principais controladores da pressao sanguinea e
volume de fluidos corporais (Haznedaroglu e Buyukasik, 1997; Namazi et al., 2011).
Estudos recentes mostraram que componentes deste sistema como a renina, a enzima
conversora de angiotensina e receptores da angiotensina Il (Ang Il), sdo expressos no
tecido 6sseo, tendo a Ang Il a capacidade dede interferir através de receptores
localizados nos osteoblastos e osteoclastos ou pelo fluxo sanguineo capilar da medula
Ossea. Existem dois principais subtipos de receptores da angiotensina, AT1 e AT2
(Wright e Rankin, 1982; Whitebread et al., 1989; Ludwig et al., 2013).

O losartan, droga da classe de antagonistas de receptor da Ang I, é um
farmaco seletivo e age especificamento nos receptores de AT1 da Ang Il no musculo
liso vascular e a glandula supra-renal, tendo efeito vasoconstritor e de secre¢ao de
aldosterona. Esta é uma droga de interesse, ndo apenas sua eficacia, mas também por
ter a capacidadede proteger 6rgaos alvo, com uma baixa incidéncia de efeitos adversos
(Broulik et al., 2001; Al-Majed et al., 2015). Ja o captopril, droga pertencente a classe
de inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA), tem efeito de inibir toda
cascata SRAA, inclusive a formacdo de Ang Il e seus efeitos (Diao et al., 2014; Zhang et
al., 2014).

O SRAA esta presente nos tecidos periodontais de humanos e em ratos, e
mostra uma agao funcional nos tecidos periodontais. Podendo assim, haver a
prevencao da perda dssea periodontal em ratos com periodontite induzida por meio

do bloqueio do receptor AT1 com o losartan de forma significativa (13).
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InvestigagGes in vitro (Nishiya e Sugimoto, 2001; Nakai et al., 2013) e in vivo
(Strawn e Ferrario, 2008; Donmez et al., 2012; Pereira, 2013; Rajkumar et al., 2013)
mostraram uma participagao importante desta classe de medicamentos na melhora
das respostas do metabolismo ésseo, aumentando a quantidade de osso formado,
bem como suas caracteristicas biomecanicas (Shimizu et al., 2008; Nakai et al., 2013;
Rajkumar et al., 2013; Zhang, Y. et al., 2013). Os bloqueadores dos receptores AT1
como o losartan, parecem agir de maneira seletiva nas células do tecido ésseo, como
observado em experimentos de cultura de células (Nakai et al., 2013).

No entanto, ainda permanecem duvidas e algumas controvérsias em relagao
a acdo destes medicamentos e faltam informagdes consistentes quanto as vias de
sinalizagdo celulares envolvidas nas respostas ja observadas e também quanto a
microestrutura dssea presente nesses casos de hipertensdo compensada. Tendo em
vista a alta frequéncia de extracdes dentarias e o0 aumento da procura pela instalacdao
de implantes osseointegraveis, faz-se necessaria a busca por respostas do tecido dsseo
comprometido pela hipertensao, mesmo que compensada por anti-hipertensivos.

O presente estudo teve como objetivo caracterizar o tecido 6&sseo
comprometido pela hipertensdao instalada, levando-se em conta a terapia anti-
hipertensiva que tem sido bastante utilizada na atualidade, que s3ao as medicagdes
antagonistas do SRAA. A caracterizacdo ocorreu a partir de aspectos histoldgicos,
imunoistoquimicos e microtomograficos tridimensionais de pacientes com hipertensao
submetidos a instalagdo de implantes e tratados com medicagbes do SRAA ou

pacientes sem alteragdo sistémica (normotensos).
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Material e Métodos

Esse estudo foi cadastrado na Plataforma Brasil e realizado de acordo com
os Principios Eticos para Experimentagdo em Humanos, submetido ao Comité de Etica
em Experimentagao Humana da Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP, e
obteve parecer favoravel sob o numero 1.521.728 (Anexo A). Os voluntarios assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido, assim como os autores da pesquisa.
Os procedimentos cirdrgicos foram iniciados, apos o parecer favoravel do Comité de
Etica,

Foram selecionados para este estudo 30 pacientes divididos em dois grupos,
em que o primeiro grupo correspondeu aos pacientes sem alteracdes sistémicas e que
nao faziam uso de qualquer medicacdo (Grupo Sem alteracdo — GSA, n=15) e os demais
pacientes, hipertensos diagnosticados e medicados por antagonistas do SRAA, sendo
estes losartan ou captopril (Grupo Alteracdo Sistémica - GAS, n=15). Estes pacientes
foram preparados para reabilitagdo com implantes osseointegraveis na regidao
posterior da mandibula, tendo sidos triados na clinica de Implantodontia da Faculdade
de Odontologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

Os fatores de exclusdo desta pesquisa foram os pacientes tabagistas,
etilistas, presencga de raiz residual em regido da instalagao do implante, pacientes com
alteragdes sistémico tais com diabetes, doencas dsseas e alteracdes dsseas por
medicamentos, radiacdo na drea de cabeca e pescoco e pacientes em tratamento de

guimioterapia, além de problemas periodontais nao controlados.
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Procedimento cirurgico

Antes do procedimento cirurgico, os pacientes foram moldados para a
confec¢dao de modelos de estudo em gesso, foi feita a tomada do arco facial e
montagem dos modelos em articulador semi-ajustavel ASA (Bio-art, Sdo Carlos, SP,
Brasil), confeccdo do registro inter-oclusal para o planejamento reverso. Destes
modelos, foi confeccionado o guia-cirirgico com silicone transparente, para a
fresagem com a maior precisdao possivel em relagao ao posicionamento e paralelismo
dos implantes. Ainda no que diz respeito ao planejamento, foram solicitados exames
imaginoldgicos, em geral tomografia computadorizada Cone Beam, para o correto
diagnodstico da atrofia dssea alveolar, bem como da correta mensuragdo da altura
entre o rebordo dssea alveolar e a parede superior do canal mandibular. Por fim,
foram solicitados exames laboratorias pré-operatérios para a averiguagao das
condi¢gdes hematoldgicas, tais como hemograma completo (séries branca, vermelha e
funcdo plaquetaria) e coagulograma (tempos de sangria, coagulacdo e INR).

Cabe salientar que para todos os procedimentos cirurgicos foram feitos por
um operador e foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizacdo
do instrumental, protecao do paciente e das superficies em contato com os
instrumentais com campos estéreis usa de aventais e luvas cirurgicas estéreis, bem
como dos equipamentos individuais de protegao.

As cirurgias para instalagao dos implantes dentdrios na regidao posterior da
mandibula foram realizadas sob anestesia local, seguida de incisdo na crista do

rebordo alveolar edéntulo, realizacdo do descolamento mucoperiosteal e exposicdo do
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0sso alveolar. Apds a adaptagao do guia cirurgico, foram coletadas bidpsias do tecido
6sseo nas areas planejadas para os implantes. Para tanto, foi utilizada broca trefina de
2,0 mm de didmetro interno e 3,0 mm de didmetro externo montada em contra-
angulo de implante e este conectado a um motor elétrico Kavo Koncept Surg (Kavo do
Brasil Ind., Joinville, SC, Brasil) em 1200 rpm. Destas bidpsias, aquelas destinadas as
analises microtomograficas, histométricas e imunoistoquimicas foram armazenadas
em solucdo de paraformaldeido a 10% para prosseguir-se com as etapas laboratoriais.

Foram instalados implantes com superficie tratada por duplo ataque acido
(Implalife Biotecnologia - IMPLALIFE®, Jales, Sdo Paulo, Brasil), com contra-angulo
montado em motor elétrico em 20 a 25 rpm ou em chave catraca, com torque maximo
de 50 N.cm.

Como protocolo medicamentoso  pods-operatdério, foi instituida
antibioticoterapia preventiva, com Amoxicilina 500 mg, 1 comprimido e/ou cépsula a
cada 8 horas por 7 dias. Caso o paciente fosse alérgico as penicilinas, foi prescrito
Clindamicina 300 mg, a cada 6 horas por 7 dias. Também foi prescrito Nimesulida 100
mg, 1 comprimido a cada 12 horas por 3-4 dias, Dipirona Sédica 500 mg, 1 comprimido
a cada 6 horas, enquanto dor e, de uso tdpico do Digluconato de Clorexidina a 0,12%, a

partir do segundo dia pds-operatorio, na forma de bochechos.

Aquisigdo de imagens e andlise microtomogrdfica

As bidpsias do tecido dsseo, apds o armazenagem em paraformaldeido,

foram levadas para escaneamento e analise em microtomografo computadorizado.
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Para isso, ao término da etapa de fixagao, as bidpsias foram lavadas por 24 horas em
agua corrente e armazenadas em alcool 70%, a fim de serem submetidas a analise por
varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia digital
computadorizada (IB-Unicamp). As pecas foramescaneadas pelo microtomdgrafo
SkyScan (SkyScan 1178 BrukerMicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) utilizando cortes de 9
um de espessura (50Kv e 500p), com filtro de Cobre e Aluminio e passo de rotacdo de
0.3 mm.

As imagens obtidas pela projecdo dos raios-X nas amostras foram
armazenadas e reconstituidas determinando a drea de interesse pelo software NRecon
(SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0). No software Data Viewer (SkyScan, Versdo 1.4.4 64-
bit) as imagens foram reconstruidas (figuras 1 e 2) para adequacdo da posicdo padrao
para todas as amostras, podendo ser observadas em trés planos (transversal,
longitudinal e sagital) , como nas figuras 1 e 2. Em seguida, utilizando o software
CTAnalyser — CTAn (2003-11SkyScan, 2012 BrukerMicroCT Versdo 1.12.4.0) foi definida
a area para avaliagdo tridimensional. No software CTAnalyser, todos os slices foram
avaliados de acordo com a escalas de cinza (thershould). O threshould utilizado na
analise foi de 25-90 tons de cinza, que possibilitou a obtencdo da morfometria
tridimensional do osso das amostras coletadas.

Os parametros adotados seguiram o guia para avaliagao da microarquitetura
do osso em roedores usando microtomografia computadorizada (Bouxsein et al.,
2010). Portanto, foi possivel obter parametros volumétricos relacionados a quantidade

do tecido ésseo (volume e porcentagem do volume dsseo: BV e BV/TV) e relacionados
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a quantidade do tecido dsseo (espessura das trabéculas: Th.Th; numero das

trabéculas: Thb.N; separagao entre as trabéculas: Th.Sp e porosidade total: Po (tot))

Etapas laboratoriais para obtengéo das ldminas histoldgicas e andlise

imunoistoquimica

As amostras destinadas para as avaliagdes histoldgicas e imunoistoquimicas
foram lavadas em dgua corrente, submetidas a trocas semanais de solucdo de EDTA (4
semanas), desidratadas em alcoois gradativamente (70 - 100%), diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Foram realizados cortes em micrétomo (5 um) e montagem em
laminas histoldgicas. Os cortes pares foram destinados para a anadlise histoldgica,

enguanto que os impares foram destinados para a andlise imunoistoquimica.

Andlise histoldgica

As laminas coradas em hematoxilina e eosina (HE) foram capturadas em
microscopio optico (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland) acoplado a uma camera de
captacdo de imagem (LeicaR DC 300F microsystemsltd, Heerbrugg, Switzerland)

Foi avaliada de forma qualitativa tanto a morfologia como a espessura do
tecido dsseo que compunha a amostra obtida apds a cirurgia de coleta da bidpsia,
estabelecendo comparacdo entre os grupos de pacientes pertencentes aos grupos GSA

vs GAS. As laminas foram fotomicrografadas nos aumentos originais de 6,3x e 40x.
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Andlise imunoistoquimica

Os anticorpos primarios policlonais, produzidos em cabra (Santa Cruz
Biotechnology) foram utilizados com o objetivo de caracterizar as etapas de
diferenciagdo das células da linhagem osteoblastica observadas nas amostras
coletadas. Foi utilizado o método de deteccdo por imunoperoxidase e como anticorpos
primdrios foram utilizados o anti-RUNX2, que marca pré-osteoblastos, o anti-
Osteopontina, que marca a etapa inicial de mineralizagdo do tecido dsseo (os
osteoblastos jovens) e, o anti-Osteocalcina, que marca a etapa final de mineralizagao
do tecido ésseo (os osteoblastos em grau de maior maturidade).

Como anticorpo secunddrio, foi utilizado o anticorpo biotinilado anti-cabras
produzido em coelhos (Pierce Biotechnology, Waltham, Massachusetts, USA). A
amplificagdo do sinal da reagcdo foi realizado pelo kit Avidina-Biotina (Vector
laboratories, Burlingame, CA, EUA) e o cromdgeno de escolha foi a Diaminobenzidina
(Dako, Glostrup Denmark), que marcou no tom de marrom acastanhado as células
positivas para cada um dos antigenos determinados das rea¢des imunoistoquimicas.
Ainda foi realizada a contra-coloragdo por Hematoxilina de Harris e na sequéncia as
laminas foram desidratadas para a montagem das laminulas com resina permount.

As reacbes imunoistoquimicas foram avaliadas através da atribuicdo de
escores, por andlise qualitativa ordinal. Apds a andlise de toda a amostra de tecido
6sseo, foram considerados os seguintes escores: leve, com 25% da area avaliada com
marcagao positiva para o antigeno de interesse; moderado, com 50% da area avaliada

com marcagao positiva para o antigeno de interesse; intensa, com 75% da area
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avaliada com marcagdo positiva para o antigeno de interesse (Pedrosa et al., 2009;
Manrique et al., 2015). A atribuicdo dos escores foi feita por um Unico avaliador,
submetido ao teste Kappa (k>0,8), apds trés testes consecutivos. Foram considerados
representativos os escores com maior frequéncia apds a analise de todos os espécimes
estudados. Para a aquisicao das imagens, foi utilizado o Fotomicroscépio Nikon Eclipse

80i, conectado a um micro-computador.

Andlise Estatistica

Todos os dados quantitativos da avaliagdo microtomografica foram
inicialmente submetidos ao teste de normalidade e homocedasticidade (Shapiro-Wilk).
Os parametros microtomograficos (BV, BV/TV, Tb.Th, Th.N, Th.Sp e Po (tot)) foram
comparados pelo teste t.

Os testes foram aplicados no programa computacional SigmaPlot™
(SigmaPlot Exakt Graphs and Data Analysis, San Jose, CA, USA), em que foi considerado
como nivel de significancia p< 0,05.

Resultados

Andlise Microtomogrdfica

Em relagdo aos parametros morfométricos, foi observado que todos os
parametros analisados (BV, BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp e Po (tot)) apresentaram

resultados similares estatisticamente na comparagdo entre as caracteristicas
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sistémicas analisadas (GSA e GAS) (p>0,05, Teste t) e similar também nas imagens
microtomograsficas tridimensionais das figuras 1 e 2. Os valores médios e desvio
padrdo dos parametros morfométricos estdo representados na tabela 1. A

representacdo grafica destes valores pode ser visualizada nas figuras 3,4, 5,6, 7 e 8.

A)

Figura 1. Imagens microtomograficas com transparéncia da bidpsia do grupo GSA (A) e GAS (B)
na vista frontal, obtidas pelo software Mimics v.18 (Materialise, Bélgica).
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Figura 2. Imagens microtomograficas sem transparéncia da bidpsia do grupo GSA

(A) e GAS (B) na vista frontal, obtidas pelo software Mimics v. 18 (Materialise, Bélgica).

Tabela 1 — Valores médios, desvio padrdo e do coeficiente estatistico (p) para os
parametros volumétricos (BV, BV/TV, Tb.Th, Th.N, Tb. Sp e Po (tot), na comparagdo entre os
grupos GSA e GAS.

Grupos/ Parametros BV BV/TV Tb.Th Th.N Th.Sp
Volumétricos

1.93+1.6 0.01+0.006 98.05+1.6
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Figura 3 — Representa¢do dos valores médios de BV entre os grupos experimentais
GSA e GAS.
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Figura 4 — Representa¢do dos valores médios de BV/TV entre os grupos

experimentais GSA e GAS.
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Figura 5 — Representacdo dos valores médios de Tbh.Th entre os grupos
experimentais GSA e GAS.
0,015
S
S
~
L |
— 0,01 - T
P
o
=
p
o
!
g
2 0,005
b
o
=
(>
]
!
o
=
0
GSA GAS
Figura 6 — Representacdo dos valores médios de Tb.N entre os grupos

experimentais GSA e GAS.
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Figura 7 — Representacdo dos valores médios de Tb.Sp entre os grupos
experimentais GSA e GAS.
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Figura 8 — Representacdo dos valores médios de Potot entre os grupos
experimentais GSA e GAS.
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Andlise hisldgica da citoarquitetura do tecido 6sseo

O tratamento com medicamentos antagonistas do SRAA no grupo GAS
evidenciou tecido ésseo organizado, com a presenca de osso trabecular, caracterizado
por menor espessura quando comparado ao grupo GSA. Notou-se também a
importante presenga de ostedcitos aprisionados no tecido 6sseo reparacional.

No grupo GSA, o osso trefinado mostrou-se preenchido por trabéculas dsseas
bem diferenciadas, espessas e organizadas. Também foram observados ostedcitos

aprisionados interior do tecido 6sseo avaliado, como observados nas figuras 9 e 10.

Dessa forma, foi possivel caracterizar o tecido 6sseo alveolar durante a condigao
de hipertensdao compensada pelos farmacos antagonistas do SRAA, ficando claro que a
morfologia tecido dsseo do ponto de vista histolégico é semelhante nos dois grupos,

sendo importante para procedimentos futuros de reabilitacado.
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Figura 9. Imagens histoldgicas da trefina do grupo GSA (A) e GAS (B) no aumento
de 6,3X.

Figura 10. Imagens histoldgicas da trefina do grupo GAS (A) e GSA (B) em aumento de 40X.
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Andlise imunoistoquimica

Foram realizadas as andlises para a imunomarca¢dao de proteinas que sao
marcadoras de importantes etapas da diferenciacdo osteobldstica, para caracterizar o
perfil celular das células coletadas nas amostras dos diferentes grupos, com resultados
apresentados na tabela 2 e figura 11.

A marcagdo positiva para RUNX2 caracteriza a presenga de células jovens, em
etapa de diferenciacdo osteoblastica, passando da etapa de pré-osteoblastos para
osteoblastos jovens. No Grupo GSA foi possivel observar areas de tecido dsseo com
células positivas para RUNX2 na porcdao medular, porém este foi um achado bastante
escasso. No grupo GAS, foi observado osso trabecular em grande quantidade na
amostra e o tecido conjuntivo entre as trabéculas apresentou-se com importante
evidenciagao das células positivas para RUNX2.

A osteopontina marca os osteoblastos jovens, quando iniciam o processo de
mineralizagdo 6ssea. Também é um marcador das linhas de reversao do tecido ésseo.

No grupo GSA foram observadas as lamelas de tecido ésseo bem organizadas,
com a marcagdo positiva para OP incipiente, conforme esperado (osso em atividade de
remodelacdo). No grupo GAS, as trabéculas désseas apresentavam-se repletas de
osteoblastos marcados positivamente para osteopontina. Este achado também foi
observado no tecido conjuntivo intertrabecular.

A osteocalcina é uma glicoproteina que se caracteriza por ser o marcador da

mineralizagdo dssea, apresentando-se expressa em osteoblastos maduros e na matriz
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extracelular precipitada com calcio. Dentre as proteinas ndo colagenas, é a que
predomina no tecido désseo.

No Grupo GSA, o tecido ésseo apresenta intensa marcagao de OC, precipitagao
da DAB sobre a matriz coldgena. As lamelas concéntricas apresentam-se também bem
marcadas por esta proteina. No Grupo GAS, o osso trabecular , com trabéculas
delgadas de moderada a intensa, apresenta precipitacdo deste cromdégeno ligado a
osteocalcina. Na regido intertrabecular observa-se importante marcagdo positiva para
a osteocalcina nas células da linhagem osteoblastica.

Tabela 2 — Representac¢do dos escores mais frequentes durante a analise qualitativa ordinal da

imunoistoquimica das proteinas Runx2, OP e OC, para os grupos GSA e GAS.

GSA GAS
Runx 2 leve moderado
opP leve a moderado moderado a intenso

ocC intenso moderado
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Figura 11. Imagens imunoistoquimicas dos grupo GSA e GAS com imunomarcacdes

apontadas pelas setadas de Runx2, OP e OC no aumento de 40x. Na imunomarcacdo da
proteina osteopontina, pode-se observar que no GSA, as linhas cementantes apresentaram-se
mais marcadas que em GAS. Ja na osteocalcina, tanto GSA como GAS, a impregnacdo ocorreu

na matriz extracelular do tecido ésseo (destacadas pelas setas em vermelho).

Os escores observados representam que ha células vidveis em atividade de
sintese da matriz extracelular presentes tanto nas amostras dos grupos GSA e GAS.

Apesar da presenca evidenciada de osso trabecular no grupo GAS, importante destacar
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gue as células presentes se apresentam com importante atividade de sintese de
matriz, evidenciado pela importante presenga dos 3 marcadores analisados neste

estudo.

Discussao

Este estudo permitiu caracterizar a microcitoarquitetura déssea, no que diz
respeito aos aspectos teciduais histoldgicos e as repostas moleculares presentes no
tecido dsseo de individuos hipertensos compensados e de individuos sem alteragdes

sistémicas por meio da microtomografia, da analise histoldgica e imunoistoquimica.

Com os resultados obtidos na andlise histoldgica, foi possivel comparar a
qualidade histoldgica entre os dois grupos. No grupo GSA, notaram-se trabéculas
dsseas mais espessas, organizadas, com menor espagamento entre elas. Ja no grupo
GAS, observou-se um trabeculado ésseo menos espesso e com maior separagao entre
as trabéculas. Em ambos os grupos foi evidenciada a qualidade d6ssea do tecido
avaliado, caracterizado pela presenga tecido 6sseo maduro e com ostedcitos em seu
interior. Esse fato, pode ser explicado por estudos prévios, em que a administracao de
losartan, uma droga antagonista do SRAA, contribuiu para melhora da angiogénese em
quadros de hipertensdo (Gealh et al., 2014). Pode ser sugerido neste estudo que a
vasodilatagcdo propiciada pelo agente anti-hipertensivo no grupo GAS, fez com que
houvesse melhora no aporte sanguineo pela angiogénese nos quadros de hipertensao,

ao ponto que o grupo GAS obtivesse uma maturacdo éssea semelhante ao GSA (Gealh



44

et al., 2014). Corroborando com outros estudos, onde mostrou-se que agentes anti-
hipertensivos contra HAS proporcionaram aumento do numero de células progenitoras
circulantes, restabelecendo o potencial angiogénico diminuido em ratos

espontaneamento hipertensos (You et al., 2008).

Os aspectos imunoistoquimicos devem ser ressataltados como sendo uma
possibilidade de se avaliar as células e seu potencial de sintese proteica no momento
de andlise do estudo. Ficou evidente com estes resultados que para os dois grupos
experimentais, as células reparacionais se encontram em momentos diferentes, mas
muito proximos quando se considera os eventos de remodelagao éssea. O grupo GSA,
gue caracteriza os pacientes normotensos, mostra que as bidpsias coletadas sao
constituidas por osso com poucas trabéculas e caracterizado por células Osseas
maduras e com atividade de sintese de proteinas da matriz extracelular importantes
para a formacdo déssea. Com relacdo ao grupo GAS, hipertensos compensados, o
padrao de amostras observados é semelhante, no entanto uma caracteristica que
precisa ser ressaltada é que entre as trabéculas désseas foi observado um tecido
conjuntivo bastante celularizado e imunorreativo as proteinas avaliadas nas
imunomarcagdes, especialmente quando se avaliou a RUNX2. Este ultimo achado é
bastante importante porque mostra que ha uma expectativa de turnover do tecido
6sseo, ja que a renovacdo promovida pelos pré-osteoblastos estd evidenciada pela
presenga deste fator de transcricdo. Na marcagao da osteocalcina, tanto no grupo GSA
como GAS, a impregnagdo do cromdgenos sobre a matriz extracelular do tecido dsseo,

caracterizaram um tecido mineralizado e com grau de maturidade importante, e que
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foi comum aos dois grupos. Portanto, com relagdo ao aspecto celular, as amostras de

GAS mostram um osso tao viavel para a reabilitagdo quanto as amostras de GSA.

Ndo ha como esperar que os tecidos comparados nas duas condigdes estudadas
tenham a mesma morfologia ou sejam iguais (Afghani e Goran, 2007). O que se espera
é que sabendo das diferencas micro arquiteturais que devem estar presentes pela
condicao sistémica estudada, o tratamento escolhido para a interferéncia sistémica
poderia recuperar parcialmente a condigdo do tecido ésseo comprometido, tornando-o
adequado para as manobras de reabilitacdo (Chen et al., 2015). E isto foi possivel

observar também nos resultados da analise microtomografica.

Assim, na andlise tridimensional, levando em conta o volume dsseo (BV/TV),
espessura do trabeculado (Th.Th), nimero de trabéculas (Th.N), separacdo entre as
trabéculas (Tb.S) e porosidade (Po-tot) foi possivel notar que o tecido désseo dos
pacientes hipertensos compensados apresentou microarquitetura semelhante em
todos estes parametros, quando comparados aos individuos normotensos. Além disso,
guando comparadas as imagens microtomograficas das reconstrugdes tridimensionais,
observou-se que do ponto de vista macroscépico, os dois grupos apresentaram
caracteristicas do trabeculado bastante parecidas, observando-se que o grupo com
hipertensao compensada foi capaz de manter sua morfologia estrutural, e portanto,

podendo assim, desempenhar suas atividades funcionais.

Em relagdao ao SRAA, nos quadros de hipertensdo, a Ang Il leva ao aumento da
expressdao do Receptor ativador do fator nuclear kappa B ligante (RANKL) e diminui¢do

da expressdo do fator de transcricdo relacionado a Runt 2 (Runx2) (Moura et al., 2016).
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Ambos mediadores desempenham papel importante na diferenciagao dos osteoblastos
e osteoclastos. Quando isso ocorre, ha diminuicao da formagdao dssea e aumento da
reabsorcdo. Ao impedir a acdao de Ang Il pelo bloqueio do SRAA, por meio de drogas
gue agem nesse sistema, inibidores da reabsorcdo &ssea e marcadores para
diferenciacdo osteobldstica como a osteoprotegerina e RUNX2 respectivamente
(Zzhang, Y. F. et al., 2013), sdo aumentados. Da mesma forma como observado neste
estudo com relagdo ao RUNX2, melhorando assim o processo de formagao dssea. Este
estudo apresenta como aspecto de grande relevancia, a caracterizacdo do tecido dsseo
gue atuard como suporte para os implantes dentarios instalados. Com base no exposto,
foi possivel observar a viabilidade éssea do ponto de vista microestrutural e também
do aspecto celular/proteico, como evidenciado na imunomarcacdo no tecido ésseo em

guadros de hipertensao compesadas pelo uso de bloqueadores do SRAA.

Uma limitagdo deste estudo consistiu na dificuldade em se separar os
medicamentos bloqueadores do SRAA como losartan/captopril, pois apesar deles
apresentarem o mesmo mecanismo de agao, atuam em receptores diferentes. Deste
modo, estudos futuros deverdo buscar a diferenciacdo também entre os farmacos do

sistema.

Portanto, dentro dos limites no presente estudo, podemos concluir que:
1. Do ponto de vista histolégico e imunoistoquimico, GSA e GAS

apresentaram tecido dsseo semelhante e caracterizado por células
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marcadas positivamente para RUNX2, OP e OC, mostrando a viabilidade

celular das amostras avaliadas nos dois grupos.

2. Individuos hipertensos tratados com antagonistas do sistema renina
angiotensina apresentam microarquitetura O6ssea semelhante aos

individuos normotensos.

3. A medicagdo antagonista do SRAA desempenha papel importante no
metabolismo 6&sseo, fazendo com que o tecido désseo apresente
caracteristicas quantitativas e qualitativas favordveis a reabilitagao com

implantes osseointegraveis.
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Anexo A — Aprovagao do projeto pelo comité de ética

UNESP - FACULDADE DE

ODONTOLOGIA-CAMPUS DE W
ARACATUBA/ UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Aspectos histoldgicos, moleculares e tridimensionals de biépsias de tecido dsseo de
pacientes hipertensos compensados

Pesquisador: André Luis Da Silva Fabris

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 55502614.7.0000.5420

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.521.728

Apresentacao do Projeto:

o presente projeto tem como objetivo avaliar as caracteristicas histolégicas, moleculares e volumétricas do
tecido 6sseo coletado de pacientes portadores de hipertensdo arterial sistémica compensada pelo uso de
medicamentos antagonistas do sistema renina angiotensina. Durante o procedimento cirdrgico para
instalacdo dos Iimplantes osseointegraveis com superficie tratada por duplo ataque acido, (Implalife
Biotecnologia - IMPLALIFE®) serao coletados blocos osseos por meio de biopsia com broca trefina de
3.0mm de didmetro nos locais de instalacdo dos implantes para andlise. As bidpsias coletadas seréio
separadas para a realizacao dos diferentes procedimentos de analise com o intuito de se obter cortes
histolégicos para as reagdes imunoistoguimicas, extracdo do RNA mensageiro para a realizacéo das
reacdes de PCR em tempo real e a realizagao de seccdes por microtomografia computadorizada para que
sejam realizadas reconstrucdes tridimensionais e a avaliacdo do volume de tecido ésseo que constitui a
biopsia coletada. Os resultados a serem obtidos serdo submetidos & analise estatistica, estabelecendo-se
comparacdes.

Objetivo da Pesquisa:
O obietivo deste estudo sera caracterizar o tecido 6sseo de pacientes hipertensos compensados do ponto
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Anexo B - Normas para publicagdo do periddico Clinical Oral Implants
Research

Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. General, 2. Ethical Guidelines, 3. Submission of Manuscripts,

4. Manuscript Types Accepted, 5. Manuscript Format and Structure, 6. After Acceptance.

Useful Websites: Submission Site, Articles published in Clinical Oral Implants Research, Author

Services, Wiley-Blackwell’s Ethical Guidelines, Guidelines for Figures

The journal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism detection
system. By submitting your manuscript to this journal you accept that your manuscript may be

screened for plagiarism against previously published works.

1. GENERAL

Clinical Oral Implants Research conveys scientific progress in the field of implant dentistry and
its related areas to clinicians, teachers and researchers concerned with the application of this
information for the benefit of patients in need of oral implants. The journal addresses itself to
clinicians, general practitioners, periodontists, oral and maxillofacial surgeons and
prosthodontists, as well as to teachers, academicians and scholars involved in the education of

professionals and in the scientific promotion of the field of implant dentistry.

Clinical Oral Implants Research publishes:

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences, physiology of
wound healing, biology of tissue integration of implants, diagnosis and treatment planning,
prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of implants, clinical trials on
implant systems, stoma-tognathic physiology related to oral implants, new developments in

therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant dentistry

and clinically applied concepts.
Case reports and case series only if they provide or document new fundamental knowledge.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.
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Short communications of important research findings in a concise format and for rapid

publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the
journal's requirements and standards as well as information concerning the procedure after a
manuscript has been accepted for publication in Clinical Oral Implants Research. Authors are
encouraged to visit Wiley-Blackwell Author Services for further information on the

preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES
Clinical Oral Implants Research adheres to the below ethical guidelines for publication and

research.

2.1. Authorship and Acknowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been read
and approved by all authors and that all authors agree to the submission of the manuscript to
the Journal. ALL named authors must have made an active contribution to the conception and
design and/or analysis and interpretation of the data and/or the drafting of the paper and ALL
must have critically reviewed its content and have approved the final version submitted for
publication. Participation solely in the acquisition of funding or the collection of data does not

justify authorship.

Clinical Oral Implants Research adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE authorship
criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and design of, or
acquisition of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the article or revising it
critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to be published.

Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

Up to 6 authors are accepted without need for justification. In the case of a specific and
detailed justification of the role of every author, up to 8 authors may be mentioned. It is a
requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of the
manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under

Acknowledgements.
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Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other
than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data

and conclusions.

2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been
conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical Association
Declaration of Helsinki (version, 2008) and the additional requirements, if any, of the country
where the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement
that the experiments were undertaken with the understanding and written consent of each
subject and according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that
the study has been independently reviewed and approved by an ethical board should also be
included. Editor reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether

appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate
measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the USA
regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with

local laws and regulations.

2.3 Clinical Trials
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-

statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the submission material.

Clinical Oral Implants Research encourages authors submitting manuscripts reporting from a
clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials registries:
www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials, http://isrctn.org/. The

clinical trial registration number and name of the trial register will then be published with the

paper.

2.4 Conflict of Interest and Source of Funding
Clinical Oral Implants Research requires that sources of institutional, private and corporate
financial support for the work within the manuscript be fully acknowledged, and any potential

conflicts of interest noted. Suppliers of materials should be named and their location (town,



57

state/county, country) included. Information concerning conflict of interest and sources of

funding should be included under Acknowledgements.

2.5 Appeal of Decision

The decision on a paper is final and cannot be appealed.

2.6 Permissions
If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from
the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and

provide copies to the Publishers.

2.7 Copyright Assignment
Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential
substance have not been published before and is not being considered for publication

elsewhere.

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the
paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where via the Wiley
Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license agreement on behalf

of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the
copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be
previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the

following Creative Commons License Open Access Agreements(OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.
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If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and
members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish your
article under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome Trust and Research
Councils UK requirements. For more information on this policy and the Journal’s compliant

self-archiving policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms and

conditions of this license:

Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp and visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.

2.8 OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article
available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to
archive the final version of their article. With OnlineOpen, the author, the author's funding
agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the article is made available to
non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the funding
agency's preferred archive. For the full list of terms and conditions, see

http://wileyonlinelibrary.com/onlineopen#OnlineOpen_Terms

Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the payment
form available from our website at:

https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp

Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to
publish your paper OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the
same way as any other article. They go through the journal's standard peer-review process and

will be accepted or rejected based on their own merit.

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site

http://mc.manuscriptcentral.com/coir. The use of an online submission and peer review site

enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds up the review
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process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts. Complete
instructions for submitting a paper is available online and below. Further assistance can be

obtained from the Editorial Assistant Ms. Brigitte Baur. E-mail: coir@zmk.unibe.ch

3.1. Getting Started
Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher, Netscape
7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online Submission Site:

http://mc.manuscriptcentral.com/coir

® Log-in or click the 'Create Account' option if you are a first-time user.

¢ If you are creating a new account.

- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click 'Next'.
Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as
your user ID), and then select your area of expertise. Click 'Finish'.

¢ If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on the
journals online submission system http://mc.manuscriptcentral.com/coir and enter your e-
mail address. The system will send you an automatic user ID and a new temporary password.

* Log-in and select Corresponding Author Center.

3.2. Submitting Your Manuscript

¢ After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link in the menu bar.

¢ Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your
manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

¢ Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.

- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.

¢ Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal. Click the

'Submit' button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will be

automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the review process.
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The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, text, references,
tables, and figure legends, but no embedded figures. In the text, please reference figures as for
instance 'Figure 1', 'Figure 2' etc to match the tag name you choose for the individual figure

files uploaded. Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines below.

3.4. Blinded Review
All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research will be reviewed by two experts in
the field. Clinical Oral Implants Research uses single blinded review. The names of the

reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer

Clinical Oral Implants Research attempts to keep the review process as short as possible to
enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this process, please
suggest the names and current email addresses of one potential international reviewer whom
you consider capable of reviewing your manuscript. In addition to your choice the journal

editor will choose one or two reviewers as well.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process
You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to
submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you

can click on 'Continue Submission' to continue your submission when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not
receive the confirmation email after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the
system. If the e-mail address is correct please contact your IT department. The error may be
caused by some sort of spam filtering on your e-mail server. Also, the e-mails should be

received if the IT department adds our email server (uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.8. Manuscript Status
You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to
check your 'Author Centre' for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-

mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts
To submit your revised manuscript, locate your manuscript under 'Manuscripts with Decisions'
and click on 'Submit a Revision' . Please remember to delete any old files uploaded when you

upload your revised manuscript.
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4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original research articles of high scientific merit in the field of material sciences, physiology of
wound healing, biology of tissue integration of implants, diagnosis and treatment planning,
prevention of pathologic processes jeopardizing the longevity of implants, clinical trials on
implant systems, stomatognathic physiology related to oral implants, new developments in

therapeutic concepts and prosthetic rehabilitation.

Review articles by experts on new developments in basic sciences related to implant dentistry
and clinically applied concepts. Reviews are generally by invitation only and have to be

approved by the Editor-in-Chief before submission.

Case reports and case series, but only if they provide or document new fundamental

knowledge and if they use language understandable to the clinician.

Novel developments if they provide a technical novelty for any implant system.

Short communications of important research findings in a concise format and for rapid

publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.

Proceedings of international meetings may also be considered for publication at the discretion

of the Editor.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge
Articles exceeding 10 published pages are subject to a charge of USD 160 per additional page.

One published page amounts approximately to 5,500 characters (excluding figures and tables).

5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second
language might choose to have their manuscript professionally edited by an English speaking
person before submission to make sure the English is of high quality. A list of independent
suppliers of editing services can be found at

http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and
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arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or

preference for publication

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: The symbol % is to be used for percent, h for hour,
min for minute, and s for second. In vitro, in vivo, in situ and other Latin expressions are to be
italicised. Use only standard abbreviations. All units will be metric. Use no roman numerals in
the text. In decimals, a decimal point and not a comma will be used. Avoid abbreviations in the
title. The full term for which an abbreviation stands should precede its first use in the text
unless it is a standard unit of measurement. In cases of doubt, the spelling orthodoxy of

Webster's third new international dictionary will be adhered to.

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly underlined
on the typescript. The full proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must be given upon first
mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first letter of the genus
(e.g., S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause confusion, the full name
should be used. If the vernacular form of a genus name (e.g., streptococci) is used, the first
letter of the vernacular name is not capitalised and the name is not underlined. Use of two
letters of the genus (e.g., Ps. for Peptostreptococcus) is incorrect, even though it might avoid
ambiguity. With regard to drugs, generic names should be used instead of proprietary names.

If a proprietary name is used, it must be attached when the term is first used.

5.2. Structure
All manuscripts submitted to Clinical Oral Implants Research should include Title Page,
Abstract, Main Text and Acknowledgements, Tables, Figures and Figure Legends as

appropriate.

Title Page: should contain the title of the article, full name(s) of the authors (no more than 6)
and institutional affiliation(s), a running title not exceeding 60 letters and spaces, and the
name, telephone and fax numbers, email and complete mailing address of the author
responsible for correspondence. The author must list appropriate key words for indexing

purposes.

Abstract: should not to exceed 250 words. This should be structured into: objectives, material

and methods, results, conclusions, and no other information.

Main Text of Original Research Article should include Introduction, Material and Methods,

Results and Discussion.
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Introduction: Summarise the rationale and purpose of the study, giving only strictly pertinent

references. Do not review existing literature extensively. State clearly the working hypothesis.

Material and Methods: Material and methods should be presented in sufficient detail to allow
confirmation of the observations. Published methods should be referenced and discussed only
briefly, unless modifications have been made. Indicate the statistical methods used, if

applicable.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do not
repeat in the text all data in the tables and illustrations. The important observations should be

emphasised.

Discussion: Summarise the findings without repeating in detail the data given in the Results
section. Relate your observations to other relevant studies and point out the implications of

the findings and their limitations. Cite other relevant studies.

Main Text of Short Communications: Short communications are limited to two printed pages
including illustrations and references and need not follow the usual division into material and

methods, etc., but should have an abstract.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive contributions to
the study. Authors are responsible for obtaining written permission from everyone
acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and

conclusions. Sources of financial support should be acknowledged.

5.3. References

References should quote the last name(s) of the author(s) and the year of publication (Black &
Miller 1988). Three or more authors should always be referred to as, for example, (Fox et al.
1977).

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the
recommendations in Units, symbols and abbreviations: a guide for biological and medical

editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of Medicine.

a) The arrangement of the references should be alphabetical by author's surname.

b) The order of the items in each reference should be:

(i) for journal references:
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name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last page
numbers.

(ii) for book references:

name(s) of author(s), year, title of book, edition, volume, chapter and/ or page number, town

of publication, publisher.

c) Author's names should be arranged thus: Daniels, J.A., Kelly, R.A. &Til, T.C.
Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names when

repeated in the next reference are always spelled out in full.

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).
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be designed to be reproduced without reduction, and they should be dressed directly on the
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