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Santos PL. Avaliacdo de substitutos 6sseos em defeitos peri-implantares criados em
coelhos. [tese]. Aragatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual

Paulista; 2013.
Resumo

Objetivo: Avaliar a efetividade dos substitutos dsseos, matriz de 0sso bovino
mineralizada — (Bio-Oss®) e matriz de 0sso bovino mineralizada com adicéo de 10% de
coléageno suino — (Bio-Oss® Collagen), no preenchimento de defeitos peri-implantares
criados em tibia de coelhos, por meio das analises biomecénica, histolégica e
imunoistoquimica para a expressdo das proteinas OC, Runx 2, OPG, RANK-L e TRAP .
Material e Métodos: Trinta coelhos receberam 1 ostectomia em cada tibia por meio de
trefina de 6.1 mm de didmetro. Em seguida, foram utilizadas as fresa langa e helicoidais
no preparo de leitos receptores com 3,0mm e 1 implante de 4,1 mm/8,5 mm foi
instalado. Os defeitos dsseos peri-implantares foram preenchidos de acordo com 0s
seguintes grupos: I- coagulo sanguineo (CO); Il- Bio-Oss® (BI); e IlI- Bio-Oss®
Collagen (BC). Dez animais por periodo foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 dias pds-
operatorios, para as analises biomecanica, histoldgica e imunoistoquimica. Resultados:
Na analise biomecéanica, pode-se observar que o grupo BC apresentou melhor resposta,
estatisticamente significante, quando comparado ao CO, no periodo de 30 dias. Os
resultados imunoistoquimicos mostraram na comparacao entre 0s 3 grupos a expressao
da OC foi diferente estatisticamente nos periodos de 15 e 60 dias entre os grupos CO e
BC; e CO e BI, respectivamente, observando maior expressdo para o grupo dos
biomateriais aos 15 dias. A expressdao de Runx2 foi menor estatisticamente para o
grupo Bl quando comparado aos demais grupos, no periodo de 15 dias. Aos 60 dias, a
expressdo de OPG no grupo Bl se apresentou estatisticamente maior que o grupo CO.

Nos periodos de 15 e 60 dias, pode-se observar maior expressdo de RANK-L para o



grupo Bl comparado ao CO. No balanco da expressdo da TRAP, pela avaliacdo
estatistica ndo foi encontrada diferenca entre os grupos nos periodos estudados.
Conclusdo: O grupo BC apresentou respostas biolégicas satisfatdrias, com excelentes

propriedades osteocondutoras em defeitos peri-implantares.

Palavras chaves: Implante Dentario, Substitutos 0sseos, Osseointegracao,

Biomecanica, Coelhos.



Santos PL. Evaluation of bone substitutes in the treatment of bone defects around

implants in rabbits. [thesis]. Aracatuba: UNESP — Sao Paulo State University; 2013.
Abstract

Objective: To evaluate the effectiveness of bone substitutes in peri-implant defects
created in tibia of rabbits which were filled either by blood clot, deproteinized bovine
bone mineral (Bio-Oss® / Geistlich) and bovine bone mineral with the addition of 10%
collagen porcine origin (Bio-Oss Collagen® / Geistlich), through biomechanics,
histology and immunohistochemical analysis of OC, Runx 2, OPG, RANK-L and
TRAP proteins. Material and methods: Thirty rabbits received one osteotomy in each
tibia using trefine of 6.1 mm in diameter. Subsequently, a spear and helical drills, 2.0
mm, 2.0/3.0 pilot and 3.0 mm were used and 1 implant 4.1 mm/8.5 mm was installed.
Bone defects were filled according to the following groups: I-blood clot (CO); II-
deproteinized bovine bone mineral (Bio-Oss®) (BI); Ill-bovine bone mineral with
addition of 10% collagen porcine origin (Bio-Oss Collagen®) (BC). Ten animals per
period were euthanized at 15, 30 and 60 postoperative days, subsequently
biomechanical analysis were performed. Routine histologic processing for histological
and immunohistochemistry analysis were also performed. Results: In biomechanics
analysis, comparing the different groups for each period can be observed that within 30
days, the BC group showed better biological response statistically proven compared to
CO. In immunohistochemistry analysis, the OC expression was statistically significant
at 15 and 60 days between CO and BC groups, and between CO and BI groups,
respectively, with largest expression for the group of biomaterials. In these same
analysed periods, an increased expression of RANK-L can be observed on Bl group
compared to CO group. OPG expression was statistically significant only iat 60

postoperative days for Bl group compared to CO group. At 15 days, Runx2 expression



was statistically significant different for Bl group compared to the other groups. TRAP
expression showed no statitical difference among the analyzed groups in both periods.
Conclusion: BC showed satisfactory biological responses, with excellent

osteoconductive properties in peri-implant defects.

Keywords: Dental Implantation, Bone substitutes, Osseointegration, Biomechanics,

Rabbits.
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INTRODUCAO



27
1. Introducdo’

A extracdo dentaria tem como consequéncia a reabsorcdo significante do
rebordo alveolar (Mardas et al. 2010). Imediatamente apds a exodontia, o alvéolo é
preenchido por coagulo sanguineo, o qual estimula a formacdo Ossea. Contudo, 0
processo de reparo alveolar ndo resulta na restituicdo completa do volume 6sseo original
devido a reabsorcéo fisiologica (Brokovic et al. 2012). Pesquisas evidenciam que no
periodo de 6 a 12 meses ap0s a extracdo, o rebordo alveolar reduz aproximadamente de
0,34 a 7,7 milimetros na dimensdo horizontal, e 0,22 a 3,25 na dimenséo vertical, e essa
reducdo € mais acentuada nos primeiros 3 meses (Schropp et al. 2003; Chen et al. 2004;

Shi et al. 2007).

Nestas areas de reabsor¢do Ossea torna-se dificil a obtencdo de resultados
estéticos e funcionais satisfatérios quando € realizada a instalagdo de implantes tardios
(Buser et al. 1996; Shi et al. 2007). Para suprir essa limitagdo, em 1976, os
pesquisadores Schulte & Heimke descreveram a instalacdo de implantes em alvéolos
frescos, nomeando esse procedimento de implante imediato. Esse tipo de cirurgia além
permitir a estabilidade primaria do dispositivo de titanio, possui a vantagem de reduzir o
tempo de reabilitacdo e 0 numero de procedimentos cirargicos (Lazzara 1989, Becker &
Becker 1990; Nyman et al. 1990; Gelb 1993; Gher et al. 1994; Lang et al.1994; Bragger
et al. 1996; Rosenquist & Grenthe 1996; Schwartz-Arad & Chaushu 1997; Becker et al.
1998; Grunder et al. 1999; Nemcovsky et al. 1999. Botticelli et al. 2003; Botticelli et al.
2008). No entanto, ap6s a extracdo dentéria o alvéolo pode apresentar um didmetro
maior que o diametro do implante dental, resultando em um gap marginal entre o

implante e o 0sso hospedeiro (Botticelli et al. 2003). Em 1977, Schenk & Willenegger,

As referéncias estao de acordo com as normas do perddico Clinical Oral Implants Research e
encontram-se no Anexo B.
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realizaram um estudo em coelhos, e concluiram que nos gaps maiores que 1 milimetro,

entre o implante e 0 0sso marginal, ndo ha formagéo 6ssea completa.

Com a finalidade de preservar as dimensdes do rebordo alveolar, o enxerto
autdgeno € a primeira op¢do de tratamento. No entanto, a limitada disponibilidade de
tecido e 0 aumento do tempo e nimero de intervencdes torna questionavel esta opcéo de
tratamento, principalmente em casos de grandes reconstrucdes (Gotfredsen et al. 1991;
Becker et al.1994; Piattelli et al. 1997; Becker et al. 1998; Trejo et al. 2000). Esses
motivos incentivam a busca por substitutos 0sseos, que devem permitir o crescimento
das células osteoblasticas em sua superficie, possuir porosidade suficiente para
penetragdo das células, induzir a diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas
em osteoblastos ativos e, consequentemente, promover a substituicdo gradual pelo osso

primario (Zerbo et al. 2001; Brokovic et al.2012).

A matriz de 0sso bovino mineralizada (Bio-Oss®) é composta de 0sso bovino
desproteinizado, e tém sido amplamente utilizada, na preservacdo da dimensdo do
rebordo alveolar ap6s extracdo dentaria, bem como, em defeitos dsseos proximos a
dentes e em procedimentos de levantamento do seio maxilar (Hurzeler et al. 1997,
Berglundh & Lindhe 1997; Piattelli et al. 1999; Artzi et al. 2000; Yildirim et al. 2000;
Froum et al. 2002; Carmagnola et al. 2003; Norton et al. 2003; Nevins et al. 2006). Esse
material possui caracteristicas osteocondutoras que favorece a formacao de novo 0sso
lamelar e a aposicdo 6ssea para instalacdo de implante imediato (Berglundh & Lindhe

1997).

Outro substituto 6sseo sintético que vém se destacando é o Bio-Oss® Collagen
(Geistlich- Biomaterials), o qual é composto por matriz 6ssea bovina mineralizada com

adicdo de 10% de colageno suino. O colédgeno possui qualidade pro-angiogénica e
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acelera o crescimento, proliferacdo e maturagdo de células endoteliais, o que favorece a
regeneracdo fisiologica (Heinemann et al. 2011). Esse biomaterial é indicado para
preenchimento de alvéolos de extracao e defeitos periodontais. Em um experimento em
animais, Araujo et al., em 2011, avaliou o processo de reparo 0sseo apoés a instalacdo de
implantes imediatos somados ao 0sso bovino mineralizado com adi¢do de 10% de
colageno suino, apés 6 meses as biopsias foram coletadas e a analise histologica
realizada. Nessa pesquisa 0s autores concluiram que o Bio-Oss® collagen inserido no
gap peri-implantar modificou o processo de cicatrizacdo do tecido duro, favorecendo a

regido de contato osso/implante.

O tecido 6sseo realiza processos regenerativos altamente regulados, durante seu
crescimento, desenvolvimento e manutengdo (Nijweide et al. 1986). Estdo ativamente
envolvidos nestes processos e exercem atividade direta sobre células com atividade
osteoblastica e osteoclastica, atuando em sua diferenciacdo e ativacdo metabdlica, as
proteinas, os hormonios, os fatores de crescimento e as citocinas, (Ducy et al. 2000).
Nesse contexto destaca-se a presenca de proteinas da matriz extracelular, que séo
conhecidas por desempenharem uma importante fungéo na atividade celular ao redor

dos implantes e, consequentemente, na osseointegracdo (Rammelt et al. 2004).

Dentre essas proteinas destacam-se a osteocalcina (OC) e a Runx 2 (Runt-related
transcription factor 2), ambas sdo expressas por osteoblastos, sendo essenciais na

regulacao da atividade osteoblastica. (Ducy et al. 2000; Rammelt et al. 2004).

Outra proteina importante na dindmica tecidual O0ssea é a osteoprotegerina
(OPG), também conhecida como fator inibitério de osteoclastogénese. A OPG é
secretada por osteoblastos, fibroblastos e linfocitos T. Esta proteina é considerada

reguladora da formacdo e atividade de osteoclastos e sua presenca esta envolvida com a
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inibicdo da reabsorcdo Ossea (Crotti et al. 2004). Ela atua como um receptor
decodificador por ligacdo e neutralizacdo da RANK-L, inibindo a maturacdo e a
reabsorcdo Ossea osteocléstica e, portanto, regula a densidade 6ssea (Woo et al. 2002;

Rogers & Eastell 2005).

O ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANK-L), é constituinte da
familia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR). Alguns tipos celulares
expressam esta proteina, incluindo osteoblastos e linfocitos T ativados (Rogers &
Eastell 2005). Considerando que OPG e RANK-L tém funcbes opostas, a analise da
expressao relativa das mesmas permite avaliar a tendéncia ao estimulo ou inibicdo da
formacéo e da atividade osteoclastica e, consequentemente, influéncia a remodelagéo

0ssea (Suda et al. 1999).

A fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) consiste de uma enzima
encontrada nas células de origem osteoclastica e eritrocitos, liberadas durante a
reabsorcao Gssea e ap0os o afastamento dos osteoclastos do seu local de atuacdo, sendo
utilizada como importante marcador da atividade osteoclastica (Schwarz & O Keefe

2000).

Tendo em vista a dindmica do processo de reparo 0sseo e a necessidade de
melhor entendimento do mesmo com o uso de substitutos 6sseos, torna-se relevante
avaliar os defeitos peri-implantares, criados em tibia de coelhos, preenchidos por
coagulo sanguineo, Bio-Oss® e Bio-Oss® Collagen, por meio das analises biomecanica

histol6gica e imunoistoquimica.
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2. Proposicao

Avaliar o processo de reparo 0sseo em defeitos peri-implantares, criados em
tibia de coelho, preenchidos com coagulo sanguineo, Bio-Oss® e Bio-Oss® Collagen,

por meio das analises biomecénica, histoldgica e imunoistoquimica.



MATERIAL E METODO



34

3. Material e Métodos

Foram utilizados 30 coelhos machos brancos (Nova Zelandia), variacdo albinus,
com idade de aproximadamente 5 meses e peso corporal entre 3 e 4 Kg. Os animais
foram divididos em 3 periodos experimentais: 15, 30 e 60 dias p6s-operatorios (10
animais/ periodo), nos quais 5 animais, em cada periodo, receberam 1 implante em cada
tibia, e os outros 5 animais apenas um implante na tibia direita ou esquerda. A
definicdo da escolha da tibia (lado direito ou esquerdo) foi realizada de forma aleatéria,

por meio de sorteio, com o intuito de ndo influenciar no resultado (Fluxograma 01).

Fluxograma 01 — Exemplificacao da divisdo dos grupos.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com dieta padréo, ragédo
solida (Procoelho, Primor) e agua “ad libitum”, exceto no periodo de oito horas

antecedentes ao ato cirdrgico. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
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Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (nimero protocolo:

02388-2011).

3.1 Procedimento cirdrgico

Os animais foram sedados administrando, por via intramuscular, a combinacgéo
de 50mg/kg de Ketamina (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Séo Paulo,
Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer AS — Saide Animal, S&o

Paulo, Brasil).

Em seguida, foi realizada tricotomia em ambas tibias e antissepsia da regido a
ser incisada com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine
Degermante, Rioguimica, S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil), associado ao PVPI
topico. Apos a degermacdo, 0s animais receberam anestesia local por meio de cloridrato
de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,

Franga) para auxiliar na hemostasia do campo operatorio.

Com uma lamina namero 15 (Feather Industries Ltda, Tdkio, Japdo) montada em
cabo de bisturi n°® 3 (Hu-Friedy, Alemanha), foi realizada uma incisdo de 3 cm de
comprimento na por¢do medial das tibias, até a base 0ssea e, a seguir, o tecido mole foi
divulsionado e afastado com o auxilio de descoladores de peridsteo, expondo-se, deste

modo, 0 0sso para receber os implantes (Figura 1 e 2).

O preparo dos leitos receptores foi iniciado com uma trefina de 6.1 mm para
delimitar a localizacdo dos implantes e remover a primeira cortical dssea (Figura 3). Em
seguida, no centro do orificio de 6.1 mm, foram utilizadas as fresa lanca, fresa de 2.0
mm, piloto de 2.0/3.0 mm e fresa de 3.0 mm passando pela segunda cortical,

sequencialmente, na velocidade maxima de perfuracdo de 1200 RPM, com irrigacédo
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constante com cloreto de sddio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil), durante toda a

preparacédo (Figura 4 e 5).

Posteriormente, foi instalado 1 implante de 4,1 mm/8,5 mm conicos (SIN —
Sistemas de Implantes, Sdo Paulo — SP, Brasil), na por¢do medial da tibia, com um
torque de 40N, com o auxilio de motor e contra-angulo, totalizando 45 implantes

(Figura 6). Em seguida, foi colocado o parafuso de cobertura.

Os defeitos foram preenchidos por: I. codgulo sanguineo (CO), Il. Bio-Oss® -
(Geistlich Pharma AB, Wolhusen, Switzerland) - (BI), e 1l - Bio-Oss® Collagen -

(Geistlich Pharma AB, Wolhusen, Switzerland) — (BC) (Figura 7).

Os tecidos moles foram cuidadosamente reposicionados e suturados em
diferentes planos, empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910 — Vycril 4.0,
Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos continuos no plano
profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos,
Brasil) com pontos interrompidos no plano mais externo, a fim de obter o fechamento
primario da ferida. Apds a sutura, novamente foi realizada a anti-sepsia da area com
PVPI (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil).

No poés-operatorio, 0s animais receberam administracdo intramuscular de
Pentabidtico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil)
com uma dose no pés-operatdrio imediato e outra dose apds 5 dias e de Dipirona Sodica
(Img/kg/dia, Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
totalizando 3 doses. Nenhuma restricdo alimentar ou de movimentacdo foi imposta aos

animais, os quais foram mantidos em gaiolas individuais, durante todo o experimento.

Nos periodos de 15, 30 e 60 dias pos-operatorios, os animais foram submetidos a

eutanasia por meio de pentobarbital 200mg/kg.
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3.2 Anélise Biomecanica

As metéfises tibiais de 10 coelhos foram reabertas, nos periodos de 15, 30 e 60
dias para exposi¢do dos implantes e remocdo dos mesmos por meio do torque reverso.
Nos periodos de 30 e 60 dias, os implantes apresentaram-se parcial ou totalmente
cobertos por tecido 0sseo, e foi necessario realizar a ostectomia com o auxilio de uma
fresa esférica numero 2, sob irrigacdo abundante com soro fisioldgico, para permitir a
exposicdo do modulo de rebordo quadrado do implante e conseqiiente adaptacdo da

chave intermediaria e do torquimetro.

Em seguida, o torquimetro analdgico (ATG24CN, Tohnichi, Tokyo, Japan/
www.tohnichi.co.jp) com escala graduada de 3 N.cm a 24 N.cm foi acoplado & chave
adaptadora intermediéaria, e foi aplicada a forgca de torque reverso para remocao dos
implantes. Para o teste foi aplicado um movimento anti-horario aumentando o torque
reverso até a rotacdo do implante no interior do tecido 0sseo, rompendo-se
completamente a interface osso/implante, momento em que o torquimetro registrou o

pico m&ximo de torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm).

Para a comparacdo entre os valores médios de torque-reverso, obtidos nos
diferentes grupos e periodos experimentais, foi realizado inicialmente o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Como as distribui¢des apresentaram-se normais,
aplicou-se o teste paramétrico One-Way ANOVA, adotando-se o nivel de significancia
de 5%. Nos casos em que houve diferenca significante, aplicou-se, em seguida, o teste

de Tukey, para comparacdes entre 0s grupos.
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3.3 Processamentos Histol égico

Apos a remocao dos implantes por torque-reverso, as amostras de tibia, contendo
a regido de interface osso/implante, foram removidas e imersas em formalina neutra
tamponada a 10%, durante 48 horas. Em seguida, foi realizada a descalcificacdo das
mesmas em acido etileno-diaminotetracético (EDTA) a 5%, por 3 meses. Finalizado o
processo de descalcificacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente por 24 horas,
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. A partir dos blocos de parafina
contendo porcdes de tibia foram obtidos cortes de 5 e 6 um de espessura. Cortes
seriados de 6 um foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e utilizados para a
analise morfoldgica do processo de reparo 6sseo ocorrido nos diferentes grupos

estudados.

Para analise dos resultados, foi utilizada uma camera de captura de imagem
(Leica DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, Switzerland) acoplada a um
microscopio de luz (Leica Aristoplan Microsystems- Leitz, Benshein, Alemanha), em

aumento final de 125x.

3.4 Analise Imunoistoquimica

Para a analise imunoistoquimica foram utilizados o0s seguintes anticorpos
primarios: osteoprotegerina (OPG, Goat anti-OPG - Santa Cruz Biotechnology,
SC21038), ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL, Goat anti-
RANKL - Santa Cruz Biotechnology, SC7627), osteocalcina (OC, Goat anti-OC —
Santa Cruz Biotecnology, SC18319), fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP, Goat
anti-TRAP — Santa Cruz Biotecnology) e runt-related transcription factor 2 (Runx2,

Goat anti-runx2 — Santa Cruz Biotecnology).
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O método de deteccdo foi pela imunoperoxidase, utilizando-se como anticorpo
secundario o anticorpo biotinilado anti-cabras e produzido em burros (Jackson
Immunoresearch). A amplificacdo do sinal foi realizada pela Avidina/Biotina (Vector
Laboratories) e as reacdes foram reveladas utilizando-se diaminobenzidina (DAB,
Dako) como cromdgeno. Em seguida, os cortes foram contra-corados com hematoxilina
de Harris e passaram pelas etapas de desidratacdo e montagem da laminula com

Permount.

Foram realizados procedimentos de controle negativo por meio da omissao dos
anticorpos primarios. A cortical inferior da tibia dos coelhos foi utilizada como controle

positivo, a fim de verificar a efetividade dos anticorpos utilizados.

A expressao das proteinas foi analisada na regido das espiras do implante, por
meio da atribuicdo de escores, hiperpositivo, superpositivo, positivo e negativo, de
acordo com a metodologia previamente descrita (Queiroz et al. 2008). Foi obtida
formacdo osteoclastos, nos diferentes grupos, de acordo com estudos previamente

realizados (de Souza Faloni et al. 2011).

A comparacdo de cada grupo entre si nos diferentes periodos, bem como a
comparacao dos diferentes grupos para cada periodo, foi realizada por meio do teste
estatistico de Kruskal-Wallis para a comparacdo de médias percentuais de marcacgdes
celulares, adotando-se o nivel de significancia de 5%. Nos casos em que houve
diferenca estatisticamente significante, aplicou-se, em seguida o teste de Mann-Whitney

(o = 5%).
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4. Resultados

O pos-operatdrio transcorreu sem intercorréncias em todos os coelhos. Ndo foram
observadas complicacgdes tais como reacGes alérgicas, fraturas ou infecgdes, em nenhum

periodo do estudo.

4.1 Andlise Biomecanica

Foram considerados os valores absolutos de torque reverso, em N.cm, nos
grupos CO, BI e BC, nos periodos de 15, 30 e 60 dias. Esses valores estdo

demonstrados na tabela 1, destacando as médias e desvios padréo.

Na comparacdo de cada grupo entre si, nos diferentes periodos, observou-se que
ndo houve diferengas estatisticamente significantes nos grupos CO e BI. Porém, no
grupo BC, o periodo de 15 dias evidenciou estatisticamente um menor torque de
remocdo quando comparado ao periodo de 30 dias (p = 0,005). Entretanto, na

comparacdo del5 e 60 dias, essa diferenca ndo ocorreu (p=0,273).

Ja na comparacao dos diferentes grupos em cada periodo, observou-se que, no
periodo de 30 dias, o grupo BC apresentou, estatisticamente, maior torque que 0 grupo

CO (P=0,005).

Avaliando a figura 8, pode-se notar que os valores médios de torque-reverso nos
grupos Bl e BC aumentaram de 15 para 30 dias, contudo apresentaram redugéo de 30
para 60 dias. Estes resultados diferem do encontrado no grupo CO. Neste grupo, 0s
valores médios de torque-reverso, por periodo, tendem a manterem-se constantes de 15

para 30 dias, aumentando no periodo de 60 dias.
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4.2 Andlise Morfoldgica

4.2.1 — Periodo de 15 dias

Decorridos 15 dias do pos-operatério, no grupo CO, a regido das espiras do
implante (EI), nota-se a etapa inicial do processo de reparo com a intensa proliferacdo
de tecido conjuntivo (C) e a presenca de remanescente de coagulo sanguineo. Ha
presenca de tecido conjuntivo em contato direto com a superficie do implante (Figura
9a). Na regido da cortical superior (CS) nota-se a presenca da linha cementante (setas) e
as trabéculas Osseas (O) foram circundadas por tecido conjuntivo celularizado (C)

(Figura 10a).

Nos grupos Bl e BC na regido das espiras (EI) ha o inicio da neoformacao 0ssea
(O) com osteoblastos na area de contato osso/implante e a presenca de tecido conjuntivo
(C) no interior da espira (Figura 9b e 9c). Na cortical superior (CS), observa-se se a
presenca da linha cementante (setas), e o o0sso neoformado (O) envolvendo o

biomaterial (B), com presenca de tecido conjuntivo (C) (Figura 10b e 10c).

4.2.2 Periodo de 30 dias

No grupo CO aos 30 dias do pos-operatorio, nas regides das espiras do implante
e da cortical 6ssea superior observa-se em quase toda sua extensao a presenca de tecido

conjuntivo (C), sem sinais de osseointegracdo (Figura 9d e 10d).

Em contrapartida, nos grupos Bl e BC pode-se notar, na regido das espiras (El) a
neoformagdo Ossea (O) com osteoblastos m quase todo o perimetro de contato

osso/implante e a discreta presenga de tecido conjuntivo (C) (Figura 9e e 9f). Na



43

cortical superior (CS) observa-se 0 0sso neoformado (O) envolvendo o biomaterial (B),

com discreta presenca de tecido conjuntivo (C) (Figura 10e e 10f).

4.2.3 Periodo de 60 dias

No periodo de 60 dias do pds-operatdrio, o grupo CO, observa-se caracteristicas
similares ao periodo anterior, isto é, as regides das espiras do implante e da cortical
superior observa-se a presenca de tecido conjuntivo fibroso (C), sem sinais de

osseointegracdo (Figura 9 g e 10g).

Os grupos Bl e BC apresentam respostas similares na regido das espiras, nos
quais nota-se, a presenca do biomaterial acelular envolto por tecido conjuntivo (Figura 9
h e 9i). Na regido da cortical superior do grupo Bl o biomaterial (B) apresenta-se

circundado por tecido conjuntivo fibroso (C) (Figura 10h).

No entanto, na regido da cortical superior, no grupo BC as particulas do
biomaterial (B) sdo envoltas por trabéculas 6sseas (O). Neste periodo parece haver uma

reducdo do nimero e do volume das trabéculas 6sseas (Figura 10i).

4.3 Andlise Imunoistoquimica

Foram realizadas reagfes imunoistoquimicas utilizando-se anticorpos primarios
contra as proteinas OC, Runx 2, OPG, RANKL e TRAP analisadas durante o processo

de reparo na interacédo tecido dsseo/implante.
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4.3.1 OSTEOCALCINA - (OC)

A marcacdo de fundo, caracteristica da OC, foi observada na regido das espiras
do grupo coagulo em todos os periodos, o que comprovou a viabilidade celular do
grupo. Na comparacdo do grupo CO, entre os diferentes periodos, no tempo de 15 dias
as imunomarcacGes observadas apresentaram niveis positivos, sendo diferente
estatisticamente dos periodos de 30 e 60 dias, 0s quais apresentaram imunomarcagoes

superpositivas (Figura 11a, 11d e 11g).

No grupo BI, a OC apresentou marcagéo positiva, mantendo o valor equilibrado
em relacdo ao aumento do periodo poés-operatério (Figura 11b, 11e, 11h). No entanto,
nota-se pela figura 12 a tendéncia de reducdo da expressdo dessa proteina entre 0s

periodos de 15 e 30 dias, e o equilibrio entre 30 e 60 dias.

Ja no grupo BC, a expressdao de OC variou de superpositivo a positivo, no
periodo inicial e nos finais, respectivamente (Figura 11c, 11f, 11h). Por meio da analise
estatistica foi confirmada a diferenca estatistica do periodo de 15 dias com 0s demais

tempos. (Figura 12).

Na comparacédo entre os 3 grupos em relacdo a OC, no periodo de 15 dias houve
diferenca estatistica entre os grupos CO e BC , sendo a expressdo dessa proteina maior
no biomaterial (Figura 12). No periodo de 30 dias ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre 0s grupos, no entanto, pela avaliacdo grafica nota-se uma tendéncia a
maior expressdao de OC no grupo coagulo nesse periodo. J& no periodo de 60 dias, 0
grupo CO apresentou, estatisticamente, uma maior expressao de OC quando comparado

aos grupos dos biomateriais.
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4.3.2 RUNT-RELATED TRANSCRIPTION FACTOR 2 - (RUNX 2)

A expressdao de Runx 2 para os grupos CO e BC ndo apresentou diferenca
estatistica, mantendo a expressdo para essas proteinas em equilibrio nos periodos
estudados (Figura 13a e 13c). Porém no grupo CO, houve uma tendéncia a reducéo de

sua marcacao, de positivo para negativo, no periodo de 60 dias (Figura 13g).

No grupo B, a proteina Runx 2, exibiu imunomarcagfes de niveis negativos a
positivos. Esses dados proporcionaram uma diferenca estatisticamente significante,
entre os periodos de 15 e 30 dias, com menor expressao no tempo inicial (Figura 13b,

13e, 13h e 14).

Na comparacdo entre 0s grupos, o Bl apresentou no periodo de 15 dias, uma
expressao estatisticamente menor para Runx 2 quando comparado aos grupos CO e BC.
Porém nos periodos de 30 e 60 dias houve um equilibrio na expressdo dessa proteina

nos 3 grupos (Figura 14).

4.3.3 OSTEOPROTEGERINA - (OPG)

Nos grupos CO e BC, as imunomarcacgdes observadas para OPG foram mantidas
entre 0s niveis negativo e positivo, ndo apresentando alteracdo qualitativa na sua

dindmica em relacdo aos periodos analisados (Figuras 15a, 15c¢, 15d, 15f, 15¢g e 15i).

Em contrapartida no grupo Bl, observou-se que as marcacdes de OPG que
variam de positivo a superpositivo, sendo confirmado pelo teste de Mann-Whitney uma
diferenca estatisticamente significante entre os periodos de 30 e 60 dias, sendo maior a

expressao dessa proteina no periodo de final. (Figura 15b, 15e,15h e 16).
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A OPG, nos periodos de 15 e 30 dias, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante entre os 3 grupos. Todavia, no periodo de 60 dias houve diferenca
estatistica da sua expressdo para o grupo Bl em relacdo ao CO, com maior expressao de

OPG no grupo BI (Figura 16).

4.3.4 LIGANTE DO RECEPTOR ATIVADOR DO FATOR NUCLEAR kB (RANK-L)

As imunomarcacfes observadas RANK-L, no grupo CO, foram mantidas entre
0s niveis negativo e positivo. Os valores relacionados a expressdo dessas proteinas
foram comparados e nos periodos de 15 e 30 dias, para RANK-L, apresentaram
diferenca estatistica quando confrontado com o 60 dias, sendo que esses periodos
iniciais se mantiveram constantes com niveis de imunomarcag6es positivas, ja o tempo

final observou-se negativa para as marcacées (Figura 17a, 17d e 179).

No grupo BI, a expressdo de RANK-L ndo mostrou diferenga estatisticamente
significante em relagdo aos periodos analisados (Figura 17b, 17e , 17h), todavia, foi
observado uma reducdo gradativa de sua expressdo em relagdo ao aumento do periodo,

variando os niveis de imunomarcacdes de positivo para superpositivo (Figura 18).

Os niveis de imunomarcacdes para RANK-L, no grupo BC, foram de negativo a
positivo, sendo que em RANK-L a diferenca estatistica foi confirmada entre os periodos
de 30 e 60 dias, com a reducdo da expressao dessa proteina no tempo final (Figura 17c,

17f, 17i e 18).

Na comparagdo entre 0s grupos, a expressdo de RANK-L para o periodo de 15
dias, mostrou-se maior estatisticamente no grupo Bl quando comparada aos grupos CO

e BC. Ja no periodo de 30 dias ndo houve diferenca estatistica, mantendo um equilibrio
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da expressdo dessa proteina entre os grupos. No periodo de 60 dias o grupo Bl

apresentou a expressdo de RANK-L estatisticamente maior que o grupo CO (Figura 18).

A razdo RANK-L/OPG nao apresentou diferencas estatistica entre os grupos. No
entanto, o grupo BC apresentou uma tendéncia a menores valores dessa razdo em

relacdo aos outros grupos estudados, nos periodos analisados (Tabela 02).

4.3.5 FOSFATASE ACIDA TARTARATO-RESISTENTE — (TRAP)

Em relacdo a TRAP, no periodo de 60 dias, grupo CO apresentou uma tendéncia
ao aumento de sua expressdo, de negativa para positiva, 0 que indica uma maior
tendéncia a reabsorcdo do que a neoformacdo dssea. No entanto, ndo apresentou
diferenca estatisticamente significante, mantendo a expressdo para essa proteina em

equilibrio (Figuras19a, 19d e 19g).

A expressdo da TRAP, no grupo BI, mostrou-se em equilibrio, ndo apresentando
diferenca estatistica na comparacdo entre os periodos estudados. Contudo, pela
avaliacdo grafica pode-se notar um discreto aumento da expressdo dessa proteina no
periodo de 30 dias em relacdo aos outros (Figura 19b, 19e, 19h e 20). Em relacdo ao
grupo BC estes ndo houve diferenca estatistica, porém no periodo e 60 dias houve uma

tendéncia ao aumento de sua expressao (Figura 19c, 19f, 19i).

No balanco da expressdo da TRAP, pela avaliagdo estatistica ndo foi encontrada

diferenca entre os grupos nos periodos estudados (Figura 20).



DISCUSSAO
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5. Discussao

Pesquisas realizadas para avaliar o processo de reparo 6sseo em defeitos peri-
implantares preenchidos com biomateriais, sdo amplas na literatura, tanto com modelo
experimental animal (Botticelli et al. 2003; Aradjo et al. 2011; Park et al. 2011), como
em humanos (Zerbo et al. 2001; Botticelli et al. 2008). Essa reconstrugdo pode ser
avaliada através do comportamento clinico, histoldgico, imaginolégico e pela técnica de
imunoistoquimica. Neste estudo, optou-se por coelhos, como modelo experimental,
sendo utilizada a por¢do medial da tibia direita do coelho como area receptora, pois essa

area esta localizada distante do centro de crescimento, a metafise tibial.

O tratamento para alvéolos frescos, isto é, defeitos dsseos de 5 paredes, €
realizado de forma satisfatéria com a manutencdo do coagulo sanguineo na regido
(Martin & Burr, 1989). Todavia, o0 preenchimento desses alvéolos com biomaterial é
indicado com o objetivo de preservar as dimensfes do rebordo alveolar e promover o
reparo (Mardas et al. 2010). Além disso, os biomateriais colocados simultaneamente a
instalacdo dos implantes dentarios podem favorecer a restauracdo funcional e estética do

sistema estomatognatico.

Devido a sua conicidade intrinseca, apés a extracdo dentéria, o alvéolo
frequentemente apresenta dimensGes maiores que o diametro de um implante, formando
um espaco entre a regido cervical do implante e o tecido 6sseo. Estudos avaliam esse
gap marginal, associado ou ndo ao biomaterial (Botticelli et al. 2008; Araujo et al. 2011;
Queiroz et al. 2012). Akimoto et al., em 1999, demonstraram que o didmetro do defeito
6sseo influéncia diretamente a porcentagem do contato osso/implante, destacando a
importancia da utilizacdo dos biomateriais para o preenchimento desses defeitos. Dessa

forma o intuito desse trabalho foi analisar o processo de reparo ésseo ao redor do
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implante dentério em areas preenchidas com coagulo sanguineo, Bio-Oss® e Bio-Oss®

Collagen.

Schenk & Willeneger, realizaram um estudo em coelhos, e relataram
comprometimento na formacao dssea em defeitos peri-implantares acima de 1milimetro.
No mesmo modelo experimental, Carlsson et al., 1988, concluiram que o0s gaps
residuais permanecem em defeitos de 0,85 mm Corroborando com as pesquisas
supracitadas nesse trabalho foi confeccionado um defeito peri-implantar cujo diametro
cervical foi 1 milimetro maior que o didmetro do implante, simulando assim a
instalacdo de um implante dentario em um alvéolo fresco de extracdo. A auséncia da
observacdo de o0sso neoformado nas areas cervicais e médias (medulares), no grupo
codgulo sanguineo, nos periodos estudados, confirmou que o0s gaps residuais

permaneceram.

Nos grupos Bl e BC, no periodo de 15 e 30 dias do pds-operatdrio, observou a
neoformacdo Ossea significativa na area de contato osso/implante com a presenca do
biomaterial. Porém aos 60 dias pds-operatorios, nota-se no grupo BI, a presenca do
biomaterial acelular envolto por tecido conjuntivo. Corroborando com essa pesquisa,
Carmagnola e colaboradores (2000), avaliaram as reacdes teciduais ao redor de
implantes utilizando Bio-Oss® e concluiram que 0 0sso bovino n&o se integrou com o
0ss0 hospedeiro, apds 4 meses, fato que os autores sugerem ser devido a area do defeito
0sseo criado ser ampla e profunda. No modelo experimental estudado, o leito receptor
foi a tibia do coelho, essa area apresenta uma regido medular, na qual ha auséncia de
trabéculas Osseas, caracterizando a falta de arcabouco 6ésseo para prover suporte ao
biomaterial. Em outro estudo, Carmagnola et al., em 2003, realizou uma pesquisa em
humanos e afirmou que o Bio-Oss® possui uma lenta reabsorcdo e reparo com

encapsulamento de fibras fato que acarreta em aumento no tempo remodelagdo 6ssea.
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Essa evidencia também foi confirmada em estudos experimentais por Artzi et al., em
2000 e 2001, os autores comprovaram a presen¢a de particulas de biomaterial ndo
reabsorvidas envoltas por tecido conjuntivo.

No entanto, Aradjo e colaboradores, em 2011, realizaram um estudo em cées
para avaliar o processo de reparo de defeitos peri-implantares utilizando Bio-Oss®
Collagen, apds 6 meses as biopsias foram coletadas e a analise histoldgica realizada. Os
autores concluiram que o Bio-Oss® Collagen inserido no gap peri-implantar modificou
0 processo de cicatrizacdo do tecido duro, favorecendo a regido de contato
osso/implante. Corroborando, Han (2011) realizou um estudo em cées e notou no
periodo de 8 semanas que as particulas de Bio-Oss® e do Bio-Oss® Collagen mostraram
a completa integracdo e contato direto com o tecido dsseo.

A estabilidade primaéria esta diretamente relacionada ao sucesso da terapia com
implante dentario, pois é essencial para o processo da osseointegracdo (lvanoff et al.
1996; Nkenke et al. 2003). Os implantes ndo estaveis podem gerar a formacéao de tecido
conjuntivo fibroso ao seu redor (Lioubavina-Hack et al. 2006). A analise biomecanica
da osseointegragdo em animais é realizada normalmente por meio das forcgas de torque
de reverso, sendo diretamente proporcional a porcentagem de contato entre
osso/implante (Klokkevold et al. 2001; Moriya et al. 2006).

Nesse estudo, o teste biomecénico foi realizado para analisar a qualidade fisica
de embricamento da superficie do implante com o tecido ésseo, nos grupos: CO, Bl e
BC, por meio da aplicacdo de uma forca de torque reverso nos implantes, sendo o
movimento de contra torque interrompido imediatamente ap06s a ruptura da interface
osso-implante. Por meio dessa analise foi possivel observar que houve diferenga
estatiticamente significante no grupo Bio-Oss® Collagen quando comparado os periodos

de 15 e 30 dias.
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Na comparacao entre os grupos CO e BC, pela analise biomecénica, no periodo
de 30 dias, o grupo BC apresentou, estatisticamente, maiores valores de torque de
remocao . Acredita-se que esse fato ocorra, pois o colageno é reabsorvido rapidamente e
as particulas de Bio-Oss® permanecem e atuam como um arcabouco favorecendo a
mineralizacdo ao redor dos granulos de enquanto que o grupo CO ndo possui esse
arcabouco (Wong & Rabie 2010).

Nos grupos Bl e BC, ha uma tendéncia a diminuir o torque no periodo de 60
dias, mas ndo ha diferenca estatistica. Esse resultado da analise biomecéanica esta de
acordo com os resultados histologicos nos grupos Bl e BC, pois nota-se a presenca de
tecido conjuntivo ao redor do biomaterial no periodo de 60 dias. Concordando com o
estudo realizado por Antunes e colaboradores, em 2011, no qual avaliaram a diferenca
no processo de reparo em defeitos peri-implantares e concluiram que implantes
associados com o Bio-Oss® possuiam baixa estabilidade, no periodo de 2 meses. Outro
fator que pode influenciar a analise biomecéanica é o implante ndo receber carga
mecanica, pois 0 carregamento pode gerar um efeito positivo sobre o contato
osso/implante em regides de defeitos peri-implantares preenchidas ou ndo com enxertos
(Zambon, et al. 2012).

A andlise imunoistoquimica fornece importantes informacGes em relacdo ao
comportamento celular, de acordo com a expressdo de proteinas envolvidas no
metabolismo dsseo durante o processo de osseointegracdo. As proteinas analisadas neste
estudo foram OC, RUNX2, OPG, RANKL e TRAP.

A RUNX 2 é um fator de transcricdo pertencente a familia de genes Runt (Xiao
et al. 1998) encontrada nos pré-osteoblastos e osteoblastos jovens. Essa proteina regula
a diferenciacdo dos osteoblastos, a formacdo da matriz extracelular e a mineralizacdo

6ssea (Ducy et al. 2000), possuindo assim um papel essencial na formagdo e
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desenvolvimento do tecido ésseo. Sua acdo pode ocorrer por meio de ligacdes com
regides especificas do DNA ou pela ativacdo de uma reacdo em cascata recrutando
enzimas que vao catalisar a transcricdo de genes osteoblasticos (Drissi et al. 1998).
Nessa pesquisa a expressao da proteina RUNX 2 para o grupo Bl no periodo de 15 dias
foi menor estatisticamente quando comparada aos grupos CO e BC, isto ocorre pois 0
Bio-Oss® é um material osteocondutor e possui maior volume de particulas ndo
reabsorviveis, contendo pequeno espaco entre essas particulas para a neoformacdo
6ssea. J& 0 grupo no BC o colageno é degradado rapidamente (Aradjo et al. 2010),
gerando maior espaco para a neoformacdo Ossea apresentando assim uma maior
expressdo de RUNX 2. Nos periodos de 30 e 60 dias o padrdo das imunomarcacdes
manteve-se em equilibrio.

Outra proteina estudada foi a osteocalcina que é expressa por osteoblastos e na
matriz dssea liga-se a hidroxiapatita. (Thorwarth et al. 2005). Participa da maturacéo da
parte mineral do 0sso, sendo expressa somente apds 0s osteoblastos terem cessado a
atividade proliferativa (Boskey 1998), estabelecendo um estado diferenciado e maduro
dessas células (Hauschka et al. 1983). Sua atuacéo ocorre nos estagios iniciais do reparo
0sseo, sendo essencial na regulacdo da atividade osteoblastica (Chenu et al. 1994).
Nesse trabalho a expressdo de osteocalcina, no periodo de 15 dias, foi maior
estatisticamente no grupo BC quando comparado ao CO, esse resultado esta associado
com a alta expressdo de RUNX 2 para o grupo BC. No periodo de 60 dias, o grupo CO
apresentou maior expressdo de osteocalcina em relagdo Bl e BC. Esse fato ocorre, pois a
mineralizacdo Ossea ocorre antes dos 60 dias devido ao turn over do coelho ser de
aproximadamente 42 dias (Currey 1984, Martin 1989).

A osteoprotegerina é considerada uma proteina reguladora da formacdo e

atividade de osteoclastos. Sua presenca estd envolvida com a inibicdo da reabsorgdo
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6ssea (Woo et al. 2002; Crotti et al. 2004). O padrdo da expressdo dessa proteina
manteve-se similar nos 3 grupos no periodo de 15 e 30 dias, porém nos 60 dias 0 grupo
Bl apresentou uma maior expressdo de osteoprotegerina comparado ao grupo CO. Em
contrapartida, a expressdo da proteina RANK-L estd envolvida com a ativacdo da
reabsorcdo 0ssea. Os resultados dessa pesquisa mostraram que nos periodos de 15 e 60
dias o grupo BI apresentou maior quantidade de imunomarcagdes em relagéo ao grupo
Co.

Considerando que OPG e RANK-L tém func¢bes opostas, a analise da expressao
relativa das mesmas permite avaliar a influéncia a remodelacdo 6ssea (Suda et al. 1999).
Dessa forma foi realizada a razdo RANK-L/OPG para todos os grupos. Sendo que o
grupo BC apresentou uma tendéncia a menores valores dessa razao em relacdo aos
outros grupos estudados, nos periodos analisados. Dessa forma o Bio-Oss® Collagen
possui uma maior tendéncia a inibicao da reabsorcao dssea.

A fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) é uma proteina que esta
relacionada com a reabsorcdo Ossea, sendo utilizada como importante marcador da
atividade osteoclastica (Schwarz & O Keefe, 2000). Os resultados dessa pesquisa
mostram equilibrio entre 0s grupos na expressao dessa proteina, indicando uma resposta
de ativacdo de reabsorcdo semelhante entre eles.

A partir dos resultados imunoistoquimicos obtidos, foi possivel observar que ha
uma resposta de formacao Gssea especialmente importante no grupo BC, como pdde ser
observado com as imunomarcacOes para RUNX2 e Osteocalcina. A imunomarcacgao
para osteoprotegerina também corrobora com esta observacdo. No entanto, é importante
destacar que a reabsorcdo Ossea, caracterizada pelas imunomarcagdes de RANKL e

TRAP, evidenciam os osteoclastos em atividade, indicando que ao longo dos periodos
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estudados, esta resposta foi constante, e que o turnover 6sseo ao longo dos periodos
analisados manteve-se constante.

Embora os resultados desta pesquisa tenham sido encorajadores, novos estudos
estdo sendo realizados para avaliar o comportamento histométrico do Bio-Oss®

Collagen, e assim comprovar os beneficios.



CONCLUSAO
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6. Conclusao

Baseado na metodologia estudada pode-se concluir que o Bio-Oss® Collagen, é um

biomaterial com propriedades osteocondutoras satisfatérias.
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FIGURAS



Figura 01 — Incisdo na porcao medial da tibia do coelho.

Figura 02 - Acesso cirargico a cortical superior da tibia do coelho.
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Figura 03 - Trefina de 6.1 milimetros para delimitar a localizacdo dos implantes e remover a

primeira cortical dssea.

Figura 04 - Broca piloto utilizada para alargar o orificio na segunda cortical de 2 para 3

milimetros.
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Figura 05 - Os dois defeitos confeccionados, com 6.1 milimetros na primeira cortical e 3

milimetros na segunda cortical.

Figura 06 — Instalacdo do implante.



Figura 07 - Preenchimento do defeito peri-implantar com biomaterial.
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Figura 08: Representagdo gréafica de médias e desvio padrdo do torque reverso (colunas),
em N.cm, em relacdo aos periodos (dias). (ANOVA e Teste de Tukey - p<0,05). No grupo

BC: * 15dias # 30dias. No periodo de 30 dias: ** CO # BC.



76

Figura 09: Fotomicrografias de cortes corados com Hematoxilina e Eosina (HE), contendo
porgdes de tecido previamente localizadas entre as espiras dos implantes (EI) nos grupos CO
(9a, 9d e 9g), BI (9b, 9e e 9h) e BC (9c, 9f e 9i), nos periodos de 15 (9a-9¢), 30 (9d-9f) e 60
dias (9g-9h). Aumento original: 120x. No periodo de 15 dias, é possivel observar a presenca de
trabéculas 6sseas (O) nos grupos Bl e BC, com predominancia no BC. No Grupo CO observa-
se tecido conjuntivo fibroso (C) em todos os periodos investigados (9a, 9d e 9¢g). Aos 30 dias
ainda é possivel observar trabéculas dsseas (O) no Bl e BC ( 9e e 9f, respectivamente). Em
todos os periodos observa-se a presenca de biomaterial (B) nos grupos Bl e BC. No periodo de
60 dias (9c, 9f e 9i), observa-se nitidamente, nos grupos Bl e BC, o tecido conjuntivo (C)
envolvendo o biomaterial (B).
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Figura 10: Fotomicrografias de cortes corados com HE, contendo por¢des de cortical superior
(CS) e do defeito 6sseo criado nos grupos CO (10a, 10d e 10g), BI (10b, 10e e 10h) e BC (10c,
10f e 10i), nos periodos de 15 (10a-10c), 30 (10d-10f) e 60 dias (10g-10i). Aumento original:
120x. Aos 15 dias, em todos 0s grupos observa-se linha cementante (setas), demarcando as
areas em que tecido ésseo (O) neoformado encontra-se em contato com o tecido 6sseo da
cortical superior (CS). Trabéculas dsseas (O), aparentemente estdo presentes em maior nimero
e volume nos grupos Bl e BC. Nos grupos Bl e BC é possivel visualizar a presenca dos
biomateriais (B) (10b e 10c), respectivamente. Aos 30 dias nos grupos Bl e BC observa-se a
presenca de biomateriais envoltos por tecido dsseo (10e e 10f, respectivamente). No periodo de
60 dias, observa-se presenga de tecido conjuntivo (C) envolvendo o biomaterial (B) no grupo
BI (10h). Trabéculas dsseas (O) e de medula 6ssea (MO) sdo encontrados no grupo BC (10i).
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Figura 11: Fotomicrografias de cortes imonistoquimicos representando a expressao de OC,
contendo porgBes de regifes previamente localizadas entre as espiras dos implantes nos
grupos CO (11a, 11d e 11g), BI (11b, 11e e 11h) e BC (11c, 11f e 11i), nos periodos de 15
(11a-11c), 30 (11d-11f) e 60 dias (11g-11h). (aumento de 160 X). Setas azuis: marcacdo em

citoplasma; Setas brancas: marcacgéo de fundo.
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Figura 12: Representacdo grafica do balanco da expressdo de OC pelo periodo de tempo.
(Kruskal-Wallis e Mann-Whitney — p< 0,05). 15 dias: * CO # BC. 60 dias: **CO # BC ¢

***CO #BI.
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Figura 13: Fotomicrografias de cortes imunoistoquimicos representando a expressao de Runx2,
contendo porgdes de regides previamente localizadas entre as espiras dos implantes nos grupos
CO (13a, 13d e 13g), BI (13b, 13e e 13h) e BC (13c, 13f e 13i), nos periodos de 15 (13a-13c),

30 (13d-13f) e 60 (13g-13i) dias. (aumento de 160 X). Setas azuis: marca¢do em citoplasma.



Figura 14: Representacdo gréfica do balanco da expressdo de Runx2 pelo periodo de

tempo. (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney — p< 0,05). 15 dias: *CO # BI ; **BI # BC.
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Figura 15: Fotomicrografias de cortes imunoistoquimicos representando a expressao de OPG,
contendo porcoes de regides previamente localizadas entre as espiras dos implantes nos grupos
CO (154, 15d e 15g), BI (15b, 15e e 15h) e BC (15c, 15f e 15i), nos periodos de 15 (15a-15c),

30(15d-15f) e 60 dias (15g-15i). (aumento de 160 X). Setas azuis: marca¢do em citoplasma.



Figura 16: Representacdo grafica do balanco da expressdao de OPG pelo periodo de

tempo. (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney — p< 0,05). 60 dias: *CO # BI
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Figura 17: Fotomicrografias de cortes imunoistoquimicos representando a expressao de RANK -
L, contendo porgBes de regides previamente localizadas entre as espiras dos implantes nos
grupos CO (17a, 17d e 17g), Bl (17b, 17e e 17h) e BC (17c, 17f e 17i), nos periodos de 15
(17a-17c), 30 (17d-17f) e 60 dias (17g-17i). (aumento de 160 X). Setas azuis: marcacdo em

citoplasma.
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Figura 18: Representacdo gréfica do balango da expressdo de RANK-L pelo periodo de tempo.
(Kruskal-Wallis e Mann-Whitney — p< 0,05). 15 dias: *CO # BI; **BI # BC. 60 dias: ***CO #

BI.
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Figura 19: Fotomicrografias de cortes imunoistoquimicos representando a expressao de
TRAP, contendo porcdes de regides previamente localizadas entre as espiras dos implantes
nos grupos CO (19a, 19d e 19g), Bl (19b, 19 e 19h) e BC (19c, 19f e 19i), nos periodos de
15 (19a-19c), 30 (19d-19f) e 60 (19g-19i) dias. (aumento de 160 X). Setas azuis: marcacao

em citoplasma; Setas brancas: marcacédo de fundo.



Figura 20: Representacdo grafica do balanco da expressdo de TRAP pelo periodo de

tempo.
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TABELAS



Tabela 1 — Valores, médias e desvios-padrdo de torque-reverso, em N.cm, para 0S grupos
estudados, de acordo com o periodo de avaliag&o.

89

Periados
15 dias 30 diag B0 dias
Coelho
{0 Bl BC i) Bl BC o Bl BC
1 k] 15 23 £ 25 T4 30 11 35
1 30 35 a7 S0 54 50 3 25 5
3 41 a7 15 10 EL] 51 51 24 10
4 35 20 20 k1] 58 81 55 41 33
5 i i 15 n a7 48 £ 1 50
Média  DP ELEELT N2+13H FLEE k] 316+ 1438 | Mplal2 Bl £15.28 42,4 £ 10,50 256 11441 3[4 1784
Tabela 2 — Razdo entre RANK-L: OPG
CO Bl BC

15 dias 1,0 1,0 0,71

30 dias 1,13 1,3 0,76

60 dias 1,0 11 0,83
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ANEXO A - Certificado da Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal

ESTADUAL PAULISTA <

unesp® wesEs

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethical Use of Animals (CEUA)
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ANEXO B — Normas para publicagdo na Revista Clinical Oral Implant Research.

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.

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

publication.

Treatment rational by experts with evidence-based treatment approach.
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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
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manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under

Acknowledgements.

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
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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, 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.

The submission of the manuscript by the authors means that the authors automatically agree to
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assign copyright to Wiley-Blackwell if and when the manuscript is accepted for publication.
The work shall not be published elsewhere in any language without the written consent of the
publisher. The articles published in this journal are protected by copyright, which covers
translation rights and the exclusive right to reproduce and distribute all of the articles printed in
the journal. No material published in the journal may be stored on microfilm or videocassettes
or in electronic database and the like or reproduced photographically without the prior written

permission of the publisher.

Correspondence to the journal is accepted on the understanding that the contributing
author licences the publisher to publish the letter as part of the journal or separately from it, in

the exercise of any subsidiary rights relating to the journal and its contents.

Upon acceptance of a paper, authors are required to assign the copyright to publish their
paper to Wiley-Blackwell. Assignment of the copyright is a condition of publication and papers
will not be passed to the publisher for production unless copyright has been assigned. (Papers
subject to government or Crown copyright are exempt from this requirement; however, the form
still has to be signed). A completed Copyright Transfer Agreement must be sent before any
manuscript can be published. Authors must send the completed Copyright Transfer Agreement
upon receiving notice of manuscript acceptance, i.e., do not send the Copyright Transfer

Agreement at submission. Please return your completed form to:

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
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
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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 hew 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 1D 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.
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- 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.
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. Please
note that any manuscripts uploaded as Word 2007 (.docx) will be automatically rejected. Please

save any .docx file as .doc before uploading.

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.
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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.

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
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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

Acrticles 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
arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or

preference for publication
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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.
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Main Text of Original Research Article should include Introduction, Material and

Methods, Results and Discussion.

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.
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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:

name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last

page numbers.

(i) for book references:

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

town of publication, publisher.

¢) 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).

c) The title of the paper should be included, without quotation marks

) The journal title should be written in full, italicised, and followed by volume number

in bold type, and page numbers.

Examples:
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Tonetti, M. S., Schmid, J., Hdmmerle,C. H. & Lang, N. P. (1993) Intraepithelial
antigen-presenting cells in the keratinized mucosa around teeth and osseointegrated implants.

Clinical Oral Implants Research 4: 177-186.

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978) Some aspects of the intracellular
breakdown of erogenous and endogenous proteins. In; Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds. Protein

turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New York: Academic Press.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:
www.endnote.com/support/enstyles.asp . Reference Manager reference styles can be searched

for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each
table on a separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should be given

to the proportions of the printed page.

Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a
minimum. Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size.
llustrations should preferably fill a single-column width (81 mm) after reduction, although in
exceptional cases 120mm (double-column) and 168 mm (full page) widths will be accepted.
Micrographs should be designed to be reproduced without reduction, and they should be dressed
directly on the micrograph with a linear size scale, arrows, and other designators as needed.

Each figure should have a legend

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent the final
product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs) files only.

MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-
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oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600
to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files should be
saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible). For scanned images, the
scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good reproduction:
lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing both

halftone and line images: >600 dpi.

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.

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the

Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working email address must therefore be provided for the corresponding author. The proof can
be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site. Acrobat Reader will be
required in order to read this file. This software can be downloaded (free of charge) from the
following Web site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . This will enable the file
to be opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further
instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is
available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to retrieve the

proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within three days of receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will

be charged separately. Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by
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the publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in his work,

including changes made by the copy editor.

Articles should not normally exceed 10 printed pages, including illustrations and

references. Additional pages will be charged to the author(s) at the rate of USD 160 per page.

6.2 Early View (Publication Prior to Print)

Clinical Oral Implants Research is covered by Wiley-Blackwell's Early View service.
Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have been fully
reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online publication.
The nature of Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page
numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given
a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is
allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used

to cite and access the article.

6.3 Author Services

Online production tracking is available for your article through Wiley-Blackwell's
Author Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been
accepted - through the production process to publication online and in print. Authors can check
the status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of
production. The author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register
and have their article automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail
address is provided when submitting the manuscript. Visit
http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online production tracking and for

a wealth of resources including.
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