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Resumo

Fiorin, LG. Influéncia do Tamoxifeno na remodelagdo ossea periimplantar. 2019. 97 f.
Dissertacdo (Mestrado)- Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,

Aragatuba, 2019.

RESUMO

O propdsito do presente estudo foi avaliar a remodelacdo dssea de implantes
Osseointegrados instalados em tibias de ratos modificados ou ndo sistemicamente pelo
tamoxifeno. Foram utilizadas 72 ratas, os animais receberam ovariectomia bilateral,
instalacdo dos implantes em tibia bilateralmente e apds 6 semanas,foram aleatoriamente
distribuidas em dois grupos experimentais(n=36), Grupo SS: administracdo de solugdo
salina e Grupo TAM: administracdo de citrato de tamoxifeno, via gavagem por todo o
periodo experimenta. Doze animais de cada grupo foram eutanasiados aos 30, 60 e 90
dias ap6s a administracdo da primeira dose das solucOes, as tibias direita e esquerda
foram coletadas, e aleatdriamente processadas com desmineralizagdo para as analises
histoldgicas, imunoistoquimicas e para a andlise de porcentagem de tecido dsseo
neoformado(PTON) e sem desmineralizagdo para analise do contato osso/implante(BIC)
e para as andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e de Espectroscopia
Dispersiva de Raio-x (EDS). Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica
(p<0,05) em programa computacional especializado. Com relagdo ao contato osso
implante, o grupo TAM, apresentou maior BIC em todos os periodos experimentais
guando comparado com o grupo SS. O grupo TAM apresentou também maior PTON em
todos os periodos experimentais quando comparado com o grupo SS. A analise histolégica

dos tecidos periimplantares mostrou que o grupo TAM apresentou caracteristicas



histolégicas que se mostraram similares ao grupo controle, no entanto, com maior
quantidade de tecido dsseo peri-implantar e menor quantidade de tecido conjuntivo . Nos
padrdes de marcagdao imunoistoquimica, quando comparado ao grupo SS, o grupo TAM
apresentou maior imunomarcagao para RUNX-2 e OCN, menor marcagao para TRAP e ndo
houve diferengas quanto a marca¢do de BMP-2/4. Em respeito a andlise EDS o grupo
tamoxifeno apresentou maior Fragdo de Ca/P em drea regenerada em relagdo ao grupo
SS todos os periodos experimentais. Comparado ao grupo ss, o grupo tamoxifeno mostrou
na andlise MEV uma superficie dssea periimplantar com maior presenga de fibras de
colageno a partir do periodo de 30 dias, sendo mais evidente no periodo de 90 dias,
enquanto no grupo SS a quantidade de fibras é mantida em um perfil mais baixo e
decrescente. Dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que o Tamoxifeno
exerceu uma influéncia positiva na remodelacdo dssea periimplantar em implantes

osseointegrados.

Palavras chaves: Implantes; 0sseointegracdo; tamoxifeno; modelos animais.
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Fiorin, LG. Influence of tamoxifen on periimplant bone remodeling. 2019. 97f.
Dissertacdo (Mestrado)- Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,

Aragatuba, 2019.

ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate the bone remodeling of
osseointegrated implants installed in tibias of rats modified or not systemically modified
by tamoxifen. Seventy-two female rats were used, the animals received bilateral
ovariectomy, tibial implant placement bilaterally and after 6 weeks were randomly
assigned to two experimental groups (n = 36). Group SS: received saline administration
and Group TAM: received administration of tamoxifen citrate via gavage throughout the
experimental period. Twelve animals from each group were euthanized at 30, 60 and 90
days after administration of the first dose of the solutions. The right and left tibias were
collected, processed with demineralization for histoldgical, immunohistochemical and
percentage analysis of neoformed bone tissue. (PTON) and without demineralization for
bone / implant contact analysis (BIC) and for Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-
ray Dispersive Spectroscopy (EDS). The data obtained were submitted to statistical
analysis (p <0.05) in a specialized computer program. With regard to implant bone
contact, the TAM group presented higher BIC in all experimental periods when compared
to the SS group. The TAM group also presented higher PTON in all experimental periods
when compared to the SS group. Histoldgical analysis of periimplant tissues showed that
the TAM group presented histoldgical characteristics that were similar to the control

group, however, with a larger amount of peri-implant bone tissue and a smaller amount



of connective tissue. In the immunohistochemical staining patterns, when compared to
the SS group, the TAM group presented higher immunostaining for RUNX-2 and OCN,
lower TRAP labeling and no differences regarding BMP-2/4 labeling. Regarding the EDS
analysis, the tamoxifen group presented higher Ca / P fraction in regenerated area in
relation to the SS group all experimental periods. Compared to the ss group, the
tamoxifen group showed in the SEM analysis a periimplant bone surface with greater
presence of collagen fibers from 30 days, being more evident over 90 days, while in the
SS group the amount of fibers is maintained. in a lower and decreasing profile. Within the
limits of the present study, it can be concluded that Tamoxifen had a positive influence

on periimplant bone remodeling in osseointegrated implants.

Keywords: Implants; sseointegration; tamoxifen; Animal models.
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Resumo

Objetivo: O propdsito do presente estudo foi avaliar a remodelacdo dssea de implantes
Osseointegrados instalados em tibias de ratos modificados ou ndo sistemicamente pelo
tamoxifeno. Metodologia: 72 ratas receberam bilateralmente; ovariectomia, instalacdo
dos implantes em tibia e apds 6 semanas,foram aleatoriamente distribuidas em dois
grupos experimentais(n=36), Grupo SS: administracdo de solugdo salina e Grupo TAM:
administragdo de citrato de tamoxifeno, via gavagem por todo o periodo experimental.
Doze animais de cada grupo foram eutanasiados aos 30, 60 e 90 dias apds a administragao
da primeira dose das solugdes, as tibias foram coletadas e aleatériamente processadas
com e sem desmineralizagao Resultados: O grupo TAM apresentou maior BIC e PTON em
todos os periodos experimentais. A andlise histolégica dos tecidos periimplantares
mostrou que o grupo TAM apresentou caracteristicas histoldgicas que se mostraram
similares ao grupo controle com maior quantidade de tecido 6sseo peri-implantar e
menor quantidade de tecido conjuntivo. Para a imunoistoquimica, quando comparado ao
grupo SS, o grupo TAM apresentou maior imunomarcag¢ao para RUNX-2 e OCN, menor
marcacao para TRAP. Para analise EDS o grupo tamoxifeno apresentou maior Fracdo de
Ca/P em relagdo ao grupo SS todos os periodos experimentais. Comparado ao grupo ss, o
grupo tamoxifeno mostrou na analise MEV uma superficie dssea periimplantar com maior
presenca de fibras de colageno, sendo mais evidente no periodo de 90 dias, enquanto no
grupo SS a quantidade de fibras é mantida em um perfil mais baixo e decrescente
Conclusdo: Pode-se concluir que o Tamoxifeno exerceu uma influéncia positiva na
remodelagdo dssea periimplantar

Palavras chaves: Implantes; dsseointegragao; tamoxifeno; modelos animais.
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Introducao

A 6sseointegracdo, essencial para o sucesso clinico dos implantes dentais em longo prazo,
envolve a direta ancoragem do implante pela formacdo dssea sem o crescimento de um tecido
fibroso na interface osso/implante, e representa um processo dindmico tanto em seu
estabelecimento quanto em sua manutencdo'®.Embora a taxa de sucesso relatada para os
implantes de titanio seja elevada, falhas ocorrem, e diferentes fatores locais e sistémicos podem

contribuir®®.

A implantodontia tem alcangado status ouro entre a populagao, difundida como principal
tratamento restaurador estético e funcional, sendo o principal foco populacional do tratamento
adultos acima dos 60 anos. Concomitantemente no Brasil, podemos perceber um fenbmeno de
envelhecimento da populagdo acompanhado de um envelhecimento da populacdo feminina.
ProjecGes da Secretaria dos direitos humanos estimam que em 2020, 14% da populagdo sera
composta de mulheres idosas, apesar das condi¢des adversas que acompanham o aumento da
faixa etdria do grupo, a procura pela reabilitagao oral com préteses implanto-suportadas tem sido

crescente.

Com o envelhecimento da populagdo, ha também o surgimento de patologias sistémicas
gue comprometem a saude geral do individuo. Neste contexto, o Instituto Nacional de Cancer
(INCA) determinou 57 mil novos casos de cancer de mama registrado em 2018 correspondendo
sozinho a 29,5% dos novos casos de cancer entre as mulheres no Brasil. Sua etiologia pode ser
multifatorial, no entanto fatores de risco podem ser relacionados como; fatores genéticos,
ambientais, enddcrinos e relativos a histéria reprodutiva, sendo os 2 ultimos fatores que se
tornam mais presentes em mulheres com idade mais avangada, principalmente apés os 50 anos.
Oitenta porcento dos tumores de mama sao diagnosticados em mulheres pdés menopausa, e a
vasta maioria apresenta receptores hormonais que quando ativados elevam a taxa de

proliferacdo das células tumorais &°.
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Algumas terapias tem sido utilizadas para mimetizar os efeitos de supressdo da
reabsorc3o e estimulacdo da formac3o dssea do estrogeno®® e apesar de n3o ser uma terapia
utilizada com foco para o tratamento de condicGes causadas pela auséncia do estrogénio, o
Tamoxifeno possui acdo agonista no 0sso®. O tamoxifeno é um Modulador Seletivo do Receptor
de Estrégeno (SERM) comumente utilizado em associagdo com outros farmacos no tratamento
de cancer de mama, é considerado o tratamento “gold standard” como terapia enddcrina para o
tratamento de cancer de mama®, sendo administrado por um periodo de 5 a 10 anos!! tem com
a funcdo de bloquear receptores de estrédgeno nas células cancerigenas e age como agonista do
estréogeno no tecido dsseo, sendo o tecido ésseo mais sensivel ao hormonio. Em particular o
Tamoxifeno tem parcial efeito agonista em receptor de estrégeno e reduz o turnover dsseo
prevenindo assim a perda dssea em mulheres apds a menopausa®?. Por outro lado, alguns estudos
relatam que a terapia enddcrina afeta negativamente o metabolismo dsseo como resultado de
prejuizo na funcgdo ovariana e/ou privacdo de estrégeno, aumentando assim o risco de
fraturas®>*, Entretanto, o mecanismo pelo qual o Tamoxifeno regula o metabolismo ésseo ndo
estd totalmente claro e apesar do foco de utilizacdo ser o tratamento do cancer, relatos na
literatura reportam que o Tamoxifeno mimetiza os efeitos do estrégeno no tecido dsseo,
prevenindo a perda éssea em mulheres apds a menopausa, por inibir diretamente a formacédo de
osteoclastos e reabsorc3o dssea enquanto aumenta a apoptose de osteoclastos®?. Na literatura,
dentro de nosso conhecimento, o Unico estudo que relata os efeitos do modulador seletivo do
receptor de estrégeno, é o estudo® no qual relatam que o Raloxifeno pode compensar o prejuizo
na dsseointegracdo em ratos osteoporéticos. O Raloxifeno é um modulador seletivo do receptor
de estrégeno de segunda geracdao com ag¢do agonista no osso e sistema cardiovascular e a¢do

antagonista na mama e Utero.

0 sucesso dos implantes dsseos integrados estd altamente associado a dsseointegracdo®
que pode ser afetada por fatores como, tratamento de superficie do implante, formato do
implante e densidade e quantidade do tecido ésseo no leito receptor. A neoformacgdo éssea
requer o recrutamento de células multipotentes do sistema mesenquimal, as quais sdo capazes

de se proliferar e se diferenciar em uma variedade de tipos de células, incluindo os osteoblastos®’.
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Apesar da alta taxa de sucesso dos implantes dsseo integrados, chegando a valores superiores a
95%%20 a deficiéncia de estrégeno pode causar alteracdes no processo de reparo, com
diminuicdo da qualidade do tecido dsseo, cavidades de reabsorcdo profundas, perfuragdo da
cortical dssea e perda de osso trabeculado® . Estudos cldssicos?'2® indicam que a deficiéncia de
estrogeno tem um influéncia negativa sobre os implantes previamente dsseointegrados,
favorecendo assim o insucesso da cirurgia e a perda do implante instalado, pois o estrégeno além
de promover um atraso na apoptose dos osteoblastos, induz a producdo de IGF-1 e procolageno,
resultando em melhor reparo do tecido dsseo®?*,

A literatura?® tem demonstrado resultados controversos com rela¢do a auséncia do
estrogeno em estudos experimentais, demonstrando que a deficiéncia estrogénica ndo pode ser
considerada como um fator de risco para falhas em implantes dsseointegrados em mandibulas de
ratas submetidas a ovariectomia. Por outro lado, estudos utilizando animais ovariectomizados
como modelos de inducdo de osteoporose com implantes tem demostrado que a deficiéncia do
estrogeno resulta em uma menor taxa de renovacdo, menor taxa de contato direto entre o tecido
6sseo e implante, competéncia biomecanica na interface do osso com o implante e redugao na
densidade em osso medular??2%232,

Em ratos, o padrdo anatdmico e cinético da perda de massa dssea mimetiza o padrdo em
humanos33,varios investigadores tem usado ratos ovariectomizados para o estudo da perda dssea
induzida por deficiéncia de estrégeno como um fator de risco em potencial na instalacdo e
manutencdo de implantes dentais, pois a qualidade do tecido dsseo tem relagdo com seu sucesso
21,24,26- 33.

O Objetivo do Trabalho foi avaliar a influéncia do Tamoxifeno no tecido dsseo

periimplantar em implantes de Titanio osseointegrados. Sendo que nossa hipdtese nula é que o

Tamoxifeno ndo influéncia na remodelagdo dssea de implantes osseointegrados.
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Materiais € Métodos

Material e Métodos

Todos os protocolos descritos foram aprovados pela Comite de Etica em Uso Animal (CEUA)
da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho” — UNESP, (protocolo n° 00520-2017) (Anexo B). A pesquisa foi realizada seguindo
as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e segundo o

guia The ARRIVE Guidelines: Animal Research: Reporting In Vivo Experiments3*,

Calculo Amostral

Para determina¢do do tamanho amostral, dois pontos foram considerados: 1 — Estudos
prévios com metodologia semelhante realizados em nosso laboratério®. 2 — Foi realizado um
estudo piloto e determinada a diferenca minima entre as médias obtidas de cada tratamento. Foi
determinado o poder do teste de 80% com valor de a. de 5%. Estes dados foram submetidos ao
BioEstat 5.0%, que detérminou um nimero minimo de 8 repeti¢cdes por tratamento em cada
periodo. Considerando as perdas em animais modificados sistemicamente, o nimero de animais

em cada periodo experimental foi estabelecido em 12 animais.

Animais

Foram utilizados no presente estudo 72 ratas fémeas (Rattus norvegicus, albinus, Wistar),
pesando aproximadamente 250 a 300 g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com
racdo e agua ad libitum. Antes dos procedimentos cirlrgicos, todos os animais foram mantidos

em ambiente com temperatura estdvel (22 + 2°C), por todo o periodo experimental.

N BioEstat 5.0, Sociedade Civil de Mamiraud, Belém, PA, Brasil
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Grupos Experimentais e Tratamentos

Utilizando de um programa computacional, os 72 animais foram aleatoriamente
distribuidos em dois grupos experimentais, grupo SS e o grupo TAM cada um composto por 36
animais que receberam os seguintes tratamentos:

Grupo SS: Também chamado de grupo controle. Os animais pertencentes a este grupo receberam
ovariectomia bilateral 24 semanas antes da determinacdo do ciclo estral, apds 2 semanas
receberam a instalagdo dos implantes, apds 6 semanas receberam administracdo por gavagem
de 0,5 ml de solugdo salina a 0.9% por todo o periodo experimental.

Grupo TAM: Os animais pertencentes a este grupo receberam a ovariectomia bilateral 24
semanas antes da determinacdo do ciclo estral, apds 2 semanas receberam a instalacdo dos
implantes, apds 6 semanas receberam administracdo por gavagem de 15mg/kg de tamoxifeno®®

por todo o periodo experimental.

Periodos experimentais

Doze animais de cada grupo foram eutanasiados na 10* semana, 14° semana, 18° semana
apds o inicio do experimento representando os periodos de 30, 60 e 90 dias apds o inicio da
administracdo das solucdes, por meio de superdosagem anestésica® aplicados via intraperitonial.
As tibias direita e esquerda foram coletadas e fixadas em formol tamponado a 4%. O

delineamento experimental estd demonstrado no anexo C.

1 150mg/kg de thiopental - Cristélia, Itapira, S3o Paulo, Brazil
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Protocolo experimental

Protocolo para anestesia geral

Para todos os procedimentos cirdrgicos os animais receberam anestesia geral, obtida
pela associacdo de 70mg/kg de Cloridrato de quetamina® e 6mg/kg Cloridrato de xilazina®,
aplicados intramuscular no biceps femoris da pata direita. Nos casos em que ndo foi obtido o
efeito adequado do anestésico, a anestesia foi suplementada com a metade da dose inicial

aplicada.

Protocolo para procedimento cirurqico para ovariectomia

As ratas dos Grupos SS e TAM foram submetidas a ovariectomia bilateral. Foi realizada
a tricotomia bilateral da regido ventral e assepsia vigorosa com solugdo de lodopovidona 10%*

em toda area.

ApOs preparo da area cirdrgica, com auxilio de lamina de bisturi n°15, incisdes bilaterais
de aproximadamente 1cm de extensdo, foram realizadas para se obter acesso aos ovarios e,
através das quais, realizados os procedimentos cirdrgicos que envolvem a remocdo dos ovarios.
As suturas internas foram realizadas com fio absorvivel Vicryl 4-0% e as suturas externas com fio
de Seda 4-0". Cada animal recebeu dose Unica de antibiético¥ (administragdo intramuscular de

0,2 ml/animal) no pds-operatdrio imediato. anexo D.

® Vetaset — ZoetisFlorham Park, NJ — USA

® Coopazine — Coopers S3o Paulo — Brasil.

* Rioquimica, Sdo Paulo, Brasil.

N Vicryl 4-0, Ethicon Products, Johson & Johson, Somerville, New Jersey, USA.

% Ethicon Products, Johson & Johson, Somerville, New Jersey, USA

V Pentabidtico Veterinario, Fontoura Wyeth S.A., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil.
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Protocolo para verificacdo do ciclo estral

A verificacdo do ciclo estral foi realizada 24 semanas apds a ovariectomia durante 2
semanas. Para realizacdo da coleta do lavado vaginal, foi utilizada uma pipeta confeccionada a
partir de uma ponteira de polietileno de uma micropipeta” e latex de garrote, que continha
aproximadamente uma gota (0,3 ml) de solucdo salina 0,9% . As bordas da ponteira foram
arredondadas para ndo machucarem as paredes vaginais dos animais. A ponta da ponteira foi
introduzida no orificio vaginal, com cuidado para ndo estimular a cérvix uterina e uma gota de
solucdo salina foi injetada, aspirada e colocada em uma lamina para visualizagdo ao microscopio,
com magnificacdo de 10 e 40 vezes, sem a necessidade do uso de laminula. A coleta foi realizada
diariamente, ho mesmo hordrio e o ciclo acompanhado por um minimo de duas semanas®”-%, Os
animais deviam se encontrar ao final da segunda semana em situacdo de Diestro, indicando os
baixos niveis de Estradiol e a ndo proliferacdo e exfoliacdo das celulas da parede uterina, como
visualizadas no periodo de estro, indicando a interrupcdo do ciclo®. Caso o contrario seriam

descartados do experimento. Anexo E.

Protocolo para administracdo do tamoxifeno e solugéo salina

A administra¢do de 0,5 ml Solugdo Salina a 0,9%t e do Tamoxifeno¥ ocorreu via gavagem
uma vez ao dia durante todo o periodo experimental.
A administracdo da solugdo salina e do Tamoxifeno tiveram o inicio a partir da 6?Semana

do inicio do experimento, permanecendo diariamente até o final do periodo experimental. Essa

¥ Ponta de pipeta 1000 ml, Laborglass, Belenzinho, SP, Brasil
t Equiplex IndUstria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil
¥ Citrato de Tamoxifeno, 15 mg/kg ml — Farmacia de Manipulagdo Aphoticario, Aragatuba, SP, Brasil
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dose foi calculada seguindo a proporcionalidade do célculo da dose em humanos, a qual se baseia

na superficie corpdrea para de terminac¢3o do volume da soluc3o3®*°. Anexo F.

Protocolo de instalacdo dos implantes e grupos experimentais

Apds Anestesia geral, a por¢do medial das patas direita e esquerda de cada animal foi
tricotomizada e realizou-se a antissepsia com auxilio de solugdo tépica de iodopovidona a 10%.
Os animais foram posicionados em mesa operatdria apropriada, a qual permitiu a manutencao do
animal em posicdo adequada para acesso as tibias. Uma incisdo de aproximadamente 30 mm foi
realizada com lamina de bisturi 15 C pelo lado medial nas tibias. Apds a disseccdo com auxilio de
um descolador de peridsteo, o tecido ésseo foi exposto e perfurado um leito bicortical na
metafise tibial proximal usando uma fresa de 2,0 mm de didametro® montada em motor cirurgico
com 980 rpm¢, acompanhado por irrigagdo constante com solugdo salina fisioldgica e aspiracdo
com sugador de alta poténcia. Nos leitos preparados foram instalados um implante com superficie
tratada por meio de jateamento e ataque acido. Os implantes possuem 4,0 mm de comprimento
e 2,2 mm de diametro. A instalagdo foi realizada com auxilio de uma chave digital (1,2 mm)
acoplada ao hexagono do implante até que o mesmo atinja o nivel ésseo. Em seguida, o tecido

muscular foi suturado internamente com fio 4.0 de poliglactina 910". Anexo G.

Processamento Laboratorial

Processamento histolégico sem desmineralizacéo

Para a andlise BIC, apos fixagdo por 48 horas em solugdo de paraformaldeido tamponado
4%, as tibias randomicamente selecionadas foram submetidas a lavagem em d4gua corrente e a
desidratacdo gradual em diferentes concentragées de etanol com adicdo de fucsina (5x10-3),

seguida por trocas de acetona. Foram, entdo, submetidas a banhos de resina cristal de alta

® DSP Biomedical, Campo Largo, Parana, Brasil
¢ KaVo Koncept Surg, Filial KaVo S3o Paulo, S3o Paulo, Brasil
*Vicryl — Johnson & Johnson do Brasil Ind. Com. Prod. Para saude Ltda, Sdo Bernardo do Campo, Brasil
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viscosidade? e incluidas a vacuo, utilizando-se a mesma resina, com a adi¢do do catalisador. Apds
a presa do material, foram recortados os excessos de resina e as pecas foram lixadas com lixas
metalograficas de crescente granulacdo® (#100 - #400 - #600 - #1200) até que atingissem a
espessura de 30 um. Ao alcancar a espessura aproximada de 1 mm, as pecgas foram coladas com
adesivo a base de epdxi® em placas de vidro identificadas para aumentar sua resisténcia e

continuar a serem lixadas até que a espessura desejada seja atingida (Matheus 2016).

Processamento histolégico com desmineralizacéo

Ap0ds fixagdo por 48 horas em solugdo de paraformaldeido tamponado 4%, as tibias
randomicamente selecionadas foram submetidas a lavagem em agua e imersas em solugdo
desmineralizadora (constituida de PBS acrescida de 10% de acido etileno diamino tetra-acético —
EDTA, durante 60 dias). Apés a desmineralizagao, o implante foi removido com o auxilio de uma
chave digital (1,2 mm), as pecas foram lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas,
impregnadas, incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo com 4 um de espessura. A
microtomia foi executada seguindo um plano de corte longitudinal em relacdo a loja do implante
e os cortes seriados que corresponderem a porg¢do central da tal loja foram devidamente
coletados. Seis sec¢Bes equidistantes compreendendo a porc¢do central do alvéolo do implante
foram coradas com Hematoxilina & Eosina (HE) para andlise histométrica de porcentagem de
tecido dsseo neoformado (PTON) e histoldgica. Trés outras sec¢des, também equidistantes e
compreendendo a porgdo central do alveolo, foram submetidas ao processamento
imunoistoquimico para deteccdo de proteina morfogenetica ossea 2/4 (BMP 2/4), fator de
transcricdo relacionado ao Runt - 2 (RUNX2), osteocalcina (OCN) e Fosfatase acida resistente ao

tartarato (TRAP).

4 Arazyn 1.0#00, Redelease, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil
¢ CarbiMet 2, Buehler, Lake Bluff, lllinois, EUA
X Araldite Hobby, Brascola, Joinvile, SC, Brasil
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Processamento imunoistoquimico

Foi adotada a técnica da imunoperoxidase indireta para detec¢do dos antigenos
propostos. As sec¢des dos espécimes de cada grupo experimental foram divididas em quatro
lotes, sendo que cada lote foi incubado em cada um dos seguintes anticorpos primarios: anti-BMP
2/4 do rato produzido em coelho™ (1:100); anti-RUNX2 do rato produzido em coelho' (1:100);
anti-OCN do rato produzido em cabra® (1:100); anti-TRAP do rato produzido em cabra® (1:100).
Em seguida, os lotes destinados a detec¢do de BMP 2/4 e RUNX2 foram inicialmente incubados
por 90 minutos em solugcdo contendo anticorpo secundario biotinilado de coelho produzido em
cabra? (1:200), e em seguida tratados pela estreptavidina conjugada a peroxidase® (1:200),
também por 90 minutos. Os lotes destinados para detecgdo de OCN e TRAP foram inicialmente
incubados em solugdo contendo anticorpo secundario biotinilado de cabra produzido em coelho®
(1:200) e em seguida tratadas pela estreptavidina conjugada a peroxidase® (1:200), também por
90 minutos. A reacao foi revelada atraves do cromogeno 3,3’ tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB)3. Ao término das revelacdes, os lotes de BMP2/4, OCN e TRAP foram
contra corados por Hematoxilina de Harris, e RUNX2, por Fast Green. Como controle negativo,

outras sec¢des foram submetidas ao mesmo processamento, contudo, suprimindo-se a incubacdo

nos respectivos anticorpos primarios.

M SC-9003; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA

0 5C-10758; Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA

A SC- 18319; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA

® SC-30833; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA

2 K0675; BiotInylated Link, Dako North Americ Inc.

Y K0675; Streptavidin — HRP; North America Inc.

b ZB0923; Biotinylated anti-goat IgG [H+L], Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA
®ZC0422; R.T.U Streptavidin/Peroxidase Complex, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, EUA
3 DAB chromogen KitR; Dako Laboratories
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Processamento para andlise sob microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia

dispersiva de raio-x (EDS)

Depois da eutanasia e coleta, as tibias foram fixadas em solu¢do de paraformaldeido 2%
e glutaraldeido 2,5% em cacodilato tamponado 0.1M (pH 7,4) a temperatura ambiente por 4
horas, e transferidos para uma solucdo pura de cacodilato 0.1M*!, Em seguida foram desidratadas
em solugdes de concentracdo alcodlica crescente e incluidas em resina de alta viscosidade. Os
blocos de resina foram recortados e lixados em diregao longitudinal ao implante até atingirem a
espessura de 30um, seguindo o protocolo descrito para o processamento sem desmineralizacao.
As seccGes foram polidas com suspensdes de diamante com tamanhos de particulas de 6, 1 e
0,25um. Cada secgdo polida tera sua superficie submetida a ataque acido (acido fosférico 37%)
por 1 minuto, e entdo lavadas em solugdo hipoclorito de sédio 5% por 5 minutos. Apds secagem

foram revestidos com ouro e palddio para analise em microscopia eletrénica de varredura®.

Andlise dos resultados

As analises histométricas de BIC e PTON, bem como a analise imunoistoquimica para cada
um dos biomarcadores, foram realizadas por um examinador (LGF) calibrado e cego aos grupos e
periodos experimentais. Um histologista certificado (EE) foi responsdavel por validar as analises
anteriores, bem como realizar a andlise histoldgica. A analise ultraestrutural em microscopia
eletronica de varredura foi realizada por outro examinador, treinado, calibrado e cego aos grupos

experimentais (CPBD).
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Regides de interesse

A delimitacdo das regides de interesse para cada anadlise foi estabelecida pelo histologista
certificado (EE), baseando-se na disposicdo e relévancia dos eventos biolégicos ocorrendo nos

tecidos que circundam o implante.

ROI 1: determinada como sendo a regidao que compreende toda a extensdo dos tecidos que
circundam os implantes. Selecionada como regido de interesse para realizacdo da analise

histolégica.

ROI 2: determinada como a regidao que compreende o tecido ao redor de uma rosca do implante
localizada em tecido dsseo compacto e duas localizadas em tecido dsseo medular. Para selecdo
da ROl 2 de uma maneira padronizada, a partir do apice do implante foram selecionadas a
segunda rosca localizada em tecido ésseo cortical e a primeira e segunda rosca localizada em
tecido 6sseo medular, para realizacdo das andlises de BIC, PTON, imunoistoquimica e de

microscopia de Varredura.

ROI 3: determinada como a regidao que compreende o tecido ao redor de duas roscas localizadas
exclusivamente em tecido ésseo medular e uma area de 1mm?2em osso basal. Para sele¢do da ROI
3 de uma maneira padronizada, a partir do apice do implante foram selecionadas a primeira e
segunda roscas localizadas em tecido dsseo medular, para selecdo da drea de osso basal foi
selecionada a regido dssea medular mais distante do implante, para realizagdo da analise de

espectroscopia de energia dispersiva.
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Andlise histométrica de contato direto osso/implante (BIC)

A andlise do contato direto osso/implante foi realizada utilizando-se um sistema de
andlise de imagem por meio de camera digital® acoplada a microscépio dpticot. As imagens das
laminas foram capturadas em ROl 2 e utlizando o software Imagel, foram realizadas medidas
lineares da extensdo total (ET) da superficie de titdnio, em seguida foram realizadas medidas
lineares das regides com contato entre o tecido 6sseo e o titdneo. A extensao total foi mensurada
em mm e considerada como 100% do contato. O BIC foi também mensurado em mm e expresso

como uma porcentagem da ET

Andlise da drea de tecido 6sseo neoformado (PTON)

A andlise da area de tecido 6sseo neoformado na regido peri-implantar foi realizada
utilizando-se um sistema de anélise de imagem por meio de camera digital® acoplada a
microscopio épticol. As imagens das |dminas foram capturadas e utlizando o software Imagel,
foram realizadas medidas da area total (AT) que compreende ROI2 , em seguida, no interior da
AT, foi mensurada a area de tecido 6sseo neoformado (ATON). A area total foi mensurada em
mm? e considerada como 100% da drea. A ATON foi também mensurado em mm? e expressa

como uma porcentagem da AT.

8 AxioCamR; Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha
L AxiolLabR; Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha
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Andlise histoldgica dos tecidos peri-implantares

Foi realizada em ROI 1, nas sec¢des coradas por HE, sob microscopia 6pticat. Para isso,
foram avaliados os seguintes parametros: 1) padrdo de celularidade e estrutura¢do do tecido
6sseo peri-implantar (quando presente); 2) padrdo de celularidade e estruturacdo do tecido
conjuntivo peri-implantar (quando presente); 3) padrdo inflamatério peri-implantar, ou seja,

natureza e intensidade do processo inflamatério local (quando presente).

Andlise imunohistoquimica

Foi realizada sob microscopia 6ptical em um aumento original de 400x. Para BMP2/4 e
OCN foi realizada a contagem de celulas imunoreativas para cada biomarcador, que se
encontravam em contato com o tecido dsseo. Para RUNX2, foi realizada contagem do nimero de

celulas imunorreativas em ROl 2.

Para TRAP, sob microscopia dptica e aumento original de 400x, foi realizada a contagem de

celulas TRAP-positivas que se encontravam em contato com o tecido ésseo.

Andlise ultraestrutural e elementar

Para a andlise EDS, em ROI 3 realizou-se a determinacdo da Fra¢do de Ca/P do osso
regenerado dividida pela fracdo de Ca/P do osso basal do mesmo espécime para normalizacdo

dos dados. A andlise morfoldgica, feita em ROl 2 consta da descricio das caracteristicas

L AxioLabR; Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha
L AxiolLabR; Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha
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anatémicas do tecido dsseo na regido de interface osso/implante . As analises foram realizadas

por um microscopio de Varredura com Sonda para EDSY.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados coletados foi realizada pelo programa BioEstat 5.0%. A
normalidade de distribuicdo dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados das
andlises de BIC, PTON, RUNX2, TRAP, OCN, BMP2/4 foram submetidas ao teste de Andlise de
Variancia (ANOVA) a dois critério e o pés teste de Bonferroni. O nivel de significancia dos testes

foi de p<0.05.

9 JEOL JSM 6610 SEM, Jeol Nikon, Japan
® Mamirua Institute, Manaus, AM, Brasil
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Resultados

Independentemente de grupo experimental, todos animais utilizados pela presente

pesquisa se apresentaram saudaveis e ndo mostraram nenhuma complicacdo durante todo o

periodo de execucao do protocolo do experimento. Apds coleta dos dados, o teste para

verificacdo do poder do estudo indicou 94,37%.

Andlise do contato osso/implante (BIC)

Os resultados para a analise de contato osso/implante (BIC) estdo representados na figura
1. Na andlise intergrupos, o grupo SS (89,55+7,32; 89,8116,74; 85,59+3,08) apresentou menor BIC
aos 30, 60 e 90 dias respectivamente quando comparado ao grupo TAM nos mesmos periodos
(94,4545,7; 95,63+4,43; 96,24+3,5) (p<0,05). Na analise intragrupo, os grupos ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significante de BIC nos periodos de 30, 60 e 90 dias (p<0,05)..

Andlise de drea de tecido 6sseo neoformado (PTON)

Os resultados para a andlise de area de tecido d6sseo neoformado (ATON) estdo
representados na figura 2a. Na andlise intergrupos, o grupo SS (36,54+6,09; 55,89+10,79;
55,23+7,52) apresentou menor PTON nos periodos de 30, 60 e 90 dias quando comparado ao
grupo TAM (64,89+13,7; 69,11+ 7,59; 81,21+10,23)(p<0,05) nos mesmos periodos. Na andlise
intragrupo, ao comparar os diferentes periodos, o grupo SS apresentou menor PTON quando
comparados os periodos de 30 (36,54+6,09) e 60 (55,89+10,79) dias e 30 (36,54+6,09) e 90
(55,23+7,52) (p<0,05) dias. No grupo TAM, houve diferenca quando comparados os periodos
experimentais de 30 (64,89+13,7) e 90 (81,21+10,23) dias e 60(69,11+ 7,59) e 90 (81,21+10,23)
dias(p<0,05).
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Andlise histoldgica dos tecidos peri-implantares

Os resultados para a analise histoldgica estdo representados na figura 2b. No grupo SS
constatou-se aos 30, 60 e 90 dias um predominio de tecido ésseo vital na regido peri-implantar,
tanto nas roscas situadas em tecido dsseo compacto quanto nas roscas constituidas por tecido
6sseo medular. Nestes diferentes tipos de tecido dsseo observou-se pequena quantidade de
osteoclastos ativos, grande quantidade de lacunas preenchidas por ostedcitos e a superficie da
matriz éssea revestida por osteoblastos ou células de revestimento ésseo. Em algumas regides,
especialmente aos 30 dias, observou-se associado a este tecido dsseo uma pequena quantidade
de tecido conjuntivo, composto por quantidades equivalentes de fibroblastos e fibras colagenas,
sendo raros os focos de células inflamatérias. Aos 60 dias, constatou-se poucas regiées ocupadas
por tecido conjuntivo e os espacos medulares do tecido 6sseo se mostravam ocupados por tecido

hematopoético.

No grupo TAM, tanto aos 30 quanto aos 60 dias, as caracteristicas histoldgicas se
mostraram similares ao grupo controle, no entanto, com maior quantidade de tecido dsseo peri-
implantar e menor quantidade de tecido conjuntivo. No tecido dsseo peri-implantar observou-se
raros osteoclastos, grande quantidade de lacunas ocupadas por ostedcitos, no entanto, algumas
lacunas se mostravam vazias ou ocupadas por restos necréticos de ostedcitos, a matriz éssea se
apresentou revestida predominantemente por células de revestimento ésseo. Aos 60 dias
constatou-se em alguns espécies areas de tecido ésseo ndo vital e um aumento de lacunas vazias
ou ocupadas por restos necrdticos de ostedcitos. A maior drea de tecido dsseo reduziu
significativamente tanto as dreas de tecido conjuntivo quanto as areas de tecido hematopoético,

0s quais se mostravam com carateristicas histoldgicas similares ao grupo controle.
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Andlise imunohistoquimica

A reacdo imunoistoquimica utilizada para deteccdo de BMP2/4, RUNX2, OCN e TRAP
mostrou alta especificidade por esses biomarcadores, confirmada pela completa auséncia de
marcacgao no controle negativo. A imunomarcacao apresentou coloracdo acastanhada, confinada
ao nucleo para RUNX2, confinada ao citoplasma para TRAP e confinada ao citoplasma e

fracamente a matriz extracelular para BMP2/4 e OCN.

TRAP

Os resultados da andlise de contagem de células imunorreativas a TRAP estdo
apresentados na Figura 3A. Na analise intergrupo quando comparado ao grupo TAM (2,83+0,98;
2,66%0,81; 2,66+1,03), o grupo SS (4,66%1,5; 6,5+1,37; 8,5+4,63) apresentou maior numero de
células TRAP-positivas nos periodos de 30, 60 e 90 dias (p<0,05). Na analise intragrupo, o grupo
SS apresentou diferenca estatistica no numero de células TRAP-positivas em todos os

periodos(p<0,05).

BMP2/4

Os resultados da anédlise de contagem de celulas imunorreativas a BMP2/4 estdo
apresentados na Figura 4A. Quando comparado ao grupo TAM (2818,48; 34,6619; 20,66+9,11), o
grupo SS (35,16+6,46; 27+14,88; 24,6615,24) ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante de BMP2/4-positivas nos periodos de 30, 60 e 90 dias (p<0,05). N3o houve diferenca

estatistica na andlise intragrupo.
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RUNX2

Os resultados da analise de contagem de células imunorreativas a RUNX2 estdo
apresentados na Figura 5a. Na analise intergrupo quando comparado ao grupo TAM (10,5%3,27;
9+1,54; 8,83+1,47), o grupo SS (5,33+1,63; 6+1,09; 4,83+1,72) apresentou menor numero de
células RUNX2positivas nos periodos de 30, 60 e 90 dias (p<0,05). Na analise intragrupo, o grupo
TAM apresentou diferenca estatistica no nimero de células RUNX2-positivas entre os periodos

de 30 e 60 dias e 30 e 90 dias (p<0,05).

OCN

Os resultados da analise de contagem de células imunorreativas a OCN estdo
apresentados na Figura 6a. Na andlise intergrupo quando comparado ao grupo TAM (21,83+8,86;
19,66+5,85; 19,83+0,4) o grupo SS (11,5+3,01; 1343,46; 15,5+3,5) apresentou menor nimero de
células OCN-positivas nos periodos de 30, 60 e 90 dias (p<0,05). Na analise intragrupo, o grupo SS
apresentou menor numero de células OCN-positivas entre os aos 30 dias quando comparado aos

90 dias (p<0,05).

Andlise por Espectroscopia Multipla de Raio X

Os resultados para a andlise por Espectroscopia Multipla de Raio X (EDS) estdo
representados na figura 7a. Na andlise intergrupos, o grupo TAM apresentou maior quantidade
de porc¢do inorganica mineralizada em darea regenerada em relagdo ao osso basal (1,07 + 0,08;

1,15+ 0,39; 1,21+ 0,2) quando comparado ao grupo SS (0,92 + 0,09; 0,88 + 0,06; 0,82 + 0,15) em
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todos os periodos experimentais(p<0,05). Ndo houve diferenca estatisticamente significante na

analise intragrupos (p<0,05).

Andlise Microscopia eletrénica de Varredura

Os resultados para a andlise de Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) estdo
representados na figura 7b. Comparado ao grupo SS, o grupo tamoxifeno mostrou uma superficie
6ssea periimplantar com maior presenca de fibras de colageno a partir do periodo de 30 dias,
sendo mais evidente no periodo de 90 dias, periodo no qual o grupo exibe finas fibras de colageno
se agrupando em feixes mais calibrosos. No grupo SS a quantidade de fibras é mantida em um

perfil mais baixo e decrescente.
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Discussao

Tendo como Objetivo avaliar a influéncia do Tamoxifeno na remodelacdo Ossea
periimplantar nds refutamos a hipétese nula, tendo em vista que a utilizagdo de implantes de
titanio dsseointegraveis tornou a previsibilidade do tratamento e seu sucesso caracteristicas
previsiveis no tratamento, mesmo que em contrapartida, alguns fatores sistémicos podem

comprometer a dsseointegracdo e a remodelagdo do osso ja ésseointegrado.

A acdo do Tamoxifeno pode ser explicada por uma agdo seletiva dos subtipos dos
receptores de estrogeno. Os receptores de estrégeno sdo compostos por 2 subtipos, alfa (ERa) e
beta (ERPB), o primeiro subtipo é o principal alvo do tamoxifeno e encontra-se em maior expressao
nas glandulas mamarias e no tecido dsseo®. A ativacdo do ERa possui efeito proliferativo® que é
bloqueado pelo tamoxifeno ao se ligar ao receptor, essa ligacdo altera a posi¢do de hélices do
DNA e inativa o receptor* , apesar da inativacdo do receptor, a via de ac3o agonista do
Tamoxifeno no tecido dsseo necessita de elucidacdo. A partir da fundamentacéo de que os casos
de cancér sdo crescentes e a terapia endocrina coadjuvante é amplamente utilizada. O
entendimento da influéncia do Tamoxifeno na remodelagdo dssea foi o objetivo do presente

estudo.

Modelos animais tem sido utilizados como modelo para estudo de doencas relacionadas
a deficiencia de estrégeno ha aproximadamente 3 décadas e se mostram fontes confiaveis para
andlise das alteracbes osseas derivadas de alteracbes hormonais, demonstrando padrdo
semelhante de perda dssea a de mulheres pds menopausa®*°. Apesar do contato osso/implante
ser considerado pela literatura o padrdao de avaliacdo de sucesso da instalacdo de implantes,
outras caracteristicas devem ser levadas em considera¢do. Condi¢Oes sistemicas que afetam o
metabolismo dsseo nem sempre se refletem na diminui¢ao do BIC, mas podem afetar a area de
tecido dsseo neoformado entre as roscas do implante, sendo esse um fator que se mostra

importante quando avaliamos o implante em func¢do. A maior quantidade de tecido dsseo esta
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diretamente relacionada com a capacidade de dissipagdo de forgas e, indiretamente, relacionada

com a criagdo de pontos de estrésse entre o implante e o osso.

No tecido ésseo o tamoxifeno apresenta-se com propriedades parcialmente agonistas
similares a do estrégeno, diminuindo a atividade de osteoclasto e aumentando a atividade de
células osteoprogenitoras?*233950-53 Quando observadas as caracteristicas histoldgicas podemos
anadlisar um padrdo similar entre ambos os grupos e apesar de ndo detectarmos diferencas entre
o nimero de células BMP2/4-positivas, de acordo com nossos achados sob a influéncia da
deficiéncia do estrégeno e da influéncia do Tamoxifeno, o grupo SS apresentou menor Contato
Osso/Implante e menor area de formac&o dssea quando comparado ao grupo TAM, também foi

possivel observar no atual estudo menor nimero de células TRAP- positivas no grupo TAM,

indicando a diminuicdo da atividade osteoclastica e sugerindo a reversdo de caracteristicas
comuns em pacientes com diminuicdo do estrégeno, como o aumento da reabsorc¢do e diminuicdo

do volume dsseo??, reequilibrando a formac3o dssea com a reabsorc3o, caracteristica que afeta

diretamente a dsseointegracdo dos implantes de titanio.

A formacado de osso ndo vital é uma situagcdao comum observada em farmacos que alteram
o metabolismo dsseo0®**>, Bisfosfonatos sdo exemplos de drogas que mantém a estrutura¢do
6ssea, mas que ndo possuem a presencga de ostedcitos, formando uma regido de osso ndo vital,
responsaveis por necrose 0ssea decorrente de medicamentos. Em nosso estudo podemos
verificar no grupo TAM a formacao de lacunas que se mostravam vazias ou ocupadas por restos
necréticos de ostedcitos, indicando a também formacdo de osso ndo vital com o uso do
Tamoxifeno em uma pequena extensdo. Apesar da formacdo dessas areas, a extensdo ndo foi

suficiente para causar dreas de necrose como estabelecida em modelos animais®®.

Em uma analise ultraestrutural podemos observar um perfil crescente de fibras colagenas
no grupo TAM quando comparado ao grupo SS. A partir dos 30 dias as finas fibras colagenas

aumentam em quantidade e se organizam em feixes mais calibrosos, enquanto o grupo SS,
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mantém um perfil decrescente e desorganizado. O coldgeno é a proteina que se apresenta em
maior abundancia nos seres vertebrados, e estd diretamente relacionado com a mineraliza¢do do
tecido®. Apesar das propriedades antagonistas a fibroblastos e fibras coldgenas em queldides®®
estudos anteriores demonstram a relagdo entre o estrégeno e a quantidade de fibras colagenas
presentes no tecido 6sse0®.0 Tamoxifeno é responsavel pelo aumento de osteonectina,
protéina que possui influéncia na formacao de fibras colagenas, desenvolvimento da matrix e

diferenciacdo do osteoblasto®.

O efeito mineralizante do tamoxifeno é relatado desde a decada de 90, embora seu
mecanismo ainda ndo seja totalmente elucidado, estudos in vitro, demonstram que sob o
tratamento do tamoxifeno, as células apresentaram aumento tempo dependente na quantidade
de célcio acumulada na matrix extracelular®® Como uma alternativa a determinac3o isolada da
porcentagem de Ca e P emrelagdo ao peso total do osso, a espectroscopia de raio-x por dispercao
de energia se apresenta como uma forma confiavel para a determinacdo da taxa entre calcio e
fosfato presente na area determinada do tecido ésseo, podendo oferecer informagbes mais

precisas para o diagndstico de patologias dsseas®?. O que justifica nossos resultados.

Estudo anterior aponta que em condicdes de normalidade ha o aumento da taxa Ca/P em
0ss0s que estdo em processo de regeneragdo, sugerindo o aumento dos componentes inorganicos
minerais no tecido dsseo e a diminui¢cdo dos componentes organicos até a maturac3o do tecido®,
a mineralizacdo do tecido tem relacao direta com a microestrutura lamelar do osso, que com o
passar do tempo aumenta sua dureza e seu mdodulo elastico, aumentando o torque de remocao
de implantes de maior periodo®®°. No atual estudo, podemos observar que apds o periodo de
Osseointegracdo, houve um aumento na taxa entre Ca/P no grupo TAM em todos os periodos
qguando comparado ao grupo SS, esse resultado é condizente com a diferenca entre células OCN-
positivas quando comparamos o grupo SS com o grupo TAM, aonde podemos verificar um maior

numero de células no grupo TAM, podemos assim levantar a hipétese de que o aumento da OCN
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associado ao aumento de Osteonectina promovem a formagdo dssea através da calcificacdo da

matrix, estimulados pela a¢do do Tamoxifeno.

Extrapolando esses resultados para humanos, de acordo com nosso estudo pré-clinico,
podemos concluir que o tratamento com o tamoxifeno apresenta uma influéncia positiva na
remodelacdo dssea periimplantar, revertendo total ou parcialmente os efeitos da diminuicdo do
estrogeno, assim podendo apresentar melhora na taxa de sucesso e a longividade de implantes
de titanio, entretanto, outros estudos em humanos sdo necessarios para confirmar esses

resultados.
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Conclusdo




Conclusao

Diante das limitagdes do presente estudo, pode-se concluir que o tamoxifeno exerceu
uma influéncia positiva na remodelacdo dssea periimplantar em implantes de titanio

osseointegrados.

Agradecimentos

A Disciplina de Periodontia e ao Departamento de Ciéncias Bésicas da Faculdade de Odontologia
de Aragatuba, Universidade de S3o Paulo — UNESP, Aragatuba, S3o Paulo, Brasil. A Faculdade de Medicina
Veterindria de Aragatuba, Universidade de S3o Paulo-UNESP, Aracatuba, Sdo Paulo

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concessdo de bolsa
de MESTRADO (CAPES-DS; 01/10/2017 - 28/02/2018), e a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
S30 Paulo (FAPESP), também pela concessdo de bolsa de mestrado (processo 2017/11688-4; 01/04/2018

a 01/02/2020).

Ao “Laboratorio Di Sezioni Sottili” do Departamento de Ciéncia Biomédica, cirurgica e dental da
Universita degli Studi di Milano Statale(UNIMI), Mildo, Italia. Ao Centro de referéncia para a reabilitacdo de
atrofias maxilares edéntulas e severas da Fondazione IRCCS Ca' Granda Ospedale Maggiore Policlinico,

Mildo, Italia.

67



Referenczas Blbllograﬁcas

“ »gburs




Referéncias Bibliograficas

Albrektsson T, Berglundh T, Lindhe J. Osseointegration: Historic background
and current concepts. In: Lindh J, Karring T, Niklaus PL, editors. Clinical
Periodontology and Implant Dentistry, 4th ed. Oxford: Blackwell Munsksgaard;
2003. p 809-820.

Berglundh T, Abrahamsson I, Lang NP, Lindhe J. De novo alveolar bone
formation adjacent to enddsseous implants. Clin Oral Implants Res.
2003;14(3):251-62.

Block SM, Achong MR. C)sseointegration. In: Miloro M, Ghali GE, Larsen EP,
Waite PD. Peterson’s Principles of Oral and Maxillofacial Surgery, 2nd ed.
London: BC Decker; 2004. p 189-203.

Lambert PM, Morris HF, Ochi S. The influence of smoking on 3-year clinical
success of dsseointegrated dental implants. Ann Periodontol. 2000;5(1):79-89.
Ekfeldt A, Christiansson U, Eriksson T, Lindén U, Lundqvist S, Rundcrantz T,
et al. A retrospective analysis of factors associated with multiple implant
failures in maxillae. Clin Oral Implants Res. 2001;12(5):462-7.

Hinode D, Tanabe S, Yokoyama M, Fujisawa K, Yamauchi E, Miyamoto Y.
Influence of smoking on ésseointegrated implant failure: a meta-analysis. Clin
Oral Implants Res. 2006;17(4):473-8.

INCA. https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer acessado em 12/08/2019
Planas-Silva MD, Rutherford TM, Stone MC. Prevention of age-related
spontaneous mammary tumors in outbredrats by late ovariectomy. Cancer
Detect Prev. 2008;32(1):65-71.

Clines GA, Choksi P, Van Poznak C. Adjuvant Endocrine Therapy and Bone

Health in Breast Cancer. Curr Osteoporos Rep. 2015 Oct;13(5):263-73.

69



10- Chow J, Tobias JH, Colston KW, Chambers TJ. Estrogen maintains trabecular
bone volume in rats not only by suppression of bone resorption but also by
stimulation of bone formation. J Clin Invest. 1992;89(1):74-8.

11-Burstein HJ, Temin S, Anderson H, et al. Adjuvant endocrine therapy for
women with hormone receptor-positive breast cancer: american society of
clinical oncology clinical practice guideline focused update. J Clin Oncol. 2014
Jul 20;32(21):2255-69.

12- Gébel A, Kuhimann JD, Link T, et al. Adjuvant tamoxifen but not aromatase
inhibitor therapy decreases serum levels of the Wnt inhibitor dickkopf-1 while
not affecting sclerostin in breast cancer patients. Breast Cancer Res
Treat. 2017;164(3):737-743.

13- Bauer M, Bryce J, Hadji P .Aromatase inhibitor-associated bone loss and its
management with bisphosphonates in patients with breast cancer.. Breast
Cancer (Dove Med Press). 2012 20;4:91-101.

14- Brufsky AM .Cancer treatment-induced bone loss: pathophysiology and clinical
perspectives.. Oncologist. 2008 ;13(2):187-95.

15- Faverani LP, Polo TO, Ramalho-Ferreira G, et al. Raloxifene but not
alendronate can compensate the impaired Osseointegration in osteoporotic
rats. Clin Oral Investig. 2018;22(1):255-265

16- Branemark Pi, Adell R, Breine U, Hansson Bo, Lindstrom J, Ohlsson A. Intra-
0sseous anchorage of dental prostheses. |. Experimental studies. Scand J
Plast Reconstr Surg. 1969;3(2):81-100..

17-Fang J, Hall BK. Chondrogenic cell differentiation from membrane bone
periostea. Anat Embryol (Berl). 1997;196(5):349-62.

18- Levine Ra, Clem D, Beagle J, Ganeles J, Johnson P, Solnit G, Keller Gw.
Multicenter retrospective analysis of the solid-screw ITI implant for posterior

single-tooth replacements. Int J Oral Maxillofac Implants. 2002 17(4):550-6.

70



19-Coelho Pg, Granato R, Marin C, et al. The effect of different implant
macrogeometries and surface treatment in early biomechanical fixation: an
experimental study in dogs. J Mech Behav Biomed Mater., 2011
Nov;4(8):1974-81.

20- Zupnik J, Kim Sw, Ravens D, Karimbux N, Guze K. Factors associated with
dental implant survival: a 4-year retrospective analysis. J Periodontol.,
2011;82(10):1390-5.

21-Pan J, Shirota T, Ohno K, et al: Effect of ovariectomy on bone remodeling
adjacent to hydroxyapatite-coated implants in the tibia of mature rats. J Oral
Maxillofac Surg 2000;58(8):877-82.

22- Giro G, Gongalves D, Sakakura CE, Pereira RM, Marcantonio Ju nior E, Orrico
SR. Influence of estrogen deficiency and its treatment with alendronate and
estrogen on bone density around &sseointegrated implants: Radiographic
study in female rats. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2008
Feb;105(2):162-7.

23- Giro G, Coelho PG, Pereira RM, Jorgetti V, Marcantonio E Jr, Orrico SR. The
effect of oestrogen and alendronate therapies on postmenopausal bone loss
around oOsseointegrated titanium implants. Clin Oral Implants Res 2011
Mar;22(3):259-64.

24-Ernst M, Heath JK, Rodan GA. Estradiol effects on proliferation, messenger
ribonucleic acid for collagen and insulin-like growth factor-I, and parathyroid
hormone-stimulated adenylate cyclase activity in osteoblastic cells from
calvariae and long bones. Endocrinology. 1989;125(2):825-33.

25-Duarte PM, César-Neto JB, Gongalves PF, et al. Estrogen deficiency affects
bone healing around titanium implants: A histometric study in rats. Implant Dent

2003;12(4):340-6.

71



26- Qi MC, Zhou XQ, Hu J, et al: Oestrogen replacement therapy promotes bone
healing around dental implants in osteoporotic rats. Int J Oral Maxillofac Surg
2004;33(3):279-85

27-Yamazaki M, Shirota T, Tokugawa Y, et al: Bone reactions to titanium screw
implants in ovariectomized animals. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral
Radiol Endod 1999 Apr;87(4):411-8.

28- Tokugawa Y, Shirota T, Ohno K, et al. Effects of bisphosphonate on bone
reaction after placement of titanium implants in tibiae of ovariectomized rats.
Int J Oral Maxillofac Implants 2003;18(1):66-74.

29-Cho P, Schneider GB, Krizan K, et al. Examination of the bone-implant
interface in experimentally induced osteoporotic bone. Implant Dent 2004
Mar;13(1):79-87.

30- Giro G, Sakakura CE, Gongalves D, et al. the Effects of 17 beta-estradiol and
alendronate on the removal torque of 6sseointegrated titanium implants in
ovariectomized rats. J Periodontol 1987;2(2):115-22.

31- Viera-Negron YE, Ruan WH, Winger JN, et al: Effect of ovariectomy and
alendronate On implant 6sseointegration in rat maxillary bone. J Oral Implantol
34:76, 2008

32- Motohashi M, Shirota T, Tokugawa Y, et al: Bone reactions around
hydroxyapatite-coated implants in ovariectomized rats. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol Oral Radiol Endod 2008;34(2):76-82.

33- Frost HM, Jee WS. On the rat model of human osteopenias and osteoporoses.
Bone Miner. 1992 Sep;18(3):227-36

34- Kilkenny C, Browne W, Cuthill IC, Emerson M, Altman DG; NC3Rs Reporting
Guidelines Working Group. The ARRIVE Guidelines Animal Research:

Reporting of In Vivo Experiments Br J Pharmacol. 2010 Aug;160(7):1577-9.

72



35- Matheus HR. Influéncia da Cisplatina na 6sseointegracao de implantes de
titineo: estudo histolégico e histométrico. 2016. Trabalho de Concluséo de
Curso apresentado a Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP.

36- Hilakivi-Clarke L, Warri A, Bouker KB, et al. Effects of In Utero Exposure to
Ethinyl Estradiol on Tamoxifen Resistance and Breast Cancer Recurrence in a
Preclinical Model. J Natl Cancer Inst. 2016;8;109(1).

37-Marcondes FK, Bianchi FJ, Tanno AP. Determination of the estrous cycle
phases of rats: some helpful considerations. Braz J Biol. 2002;62(4A):609-14.

38- Vilela MG; Santos Junior JL ; Silva JGC. Determination of estrous cycle in rats
by vaginal lavage. Femina 2007;35(10):667-670.

39- Koebele SV, Bimonte-Nelson HA. Modeling menopause: The utility of rodents
in translational behavioral endocrinology research. Maturitas. 2016;87:5-17

40- Dubois D, Dubois E.F. A formula to estimate the approximate surface area if

height and weight be known. Arch. Intern. Med. 1989;5(5):303-11.

41-Nakasato, T.; lzumisawa, M.; Akahane, A, et al. Combined intra-arterial
infusion and systemic chemoradiotherapy for stage IV squamous cell
carcinoma of the mandibular gingiva. Jpn J Radiol.v. 2012;30(9):752-61.

42-Du Z, lvanovski S, Hamlet SM, Feng JQ, Xiao Y. The Ultrastructural
Relationship Between Osteocytes and Dental Implants Following
Osseointegration. Clin Implant Dent Relat Res. 2016;18(2):270-80.

43- Paterni I, Granchi_C, Katzenellenbogen JA, Minutolo F. Estrogen receptors

alpha (ERa) and beta (ERB): subtype-selective ligands and clinical potential.
Steroids. 2014;90:13-29.

44- Pearce ST, Liu H, Jordan VC. Modulation of Estrogen Receptor a Function and
Stability by Tamoxifen and a Critical Amino Acid (Asp-538) in Helix 12. J Biol

Chem. 2003 Feb 28;278(9):7630-8.

73



45- Gnudi S, Giardino R, Mongiorgi R, Fini M, Zati A, Figus E, Monti S, Ripamonti
C. Evaluation of an experimental model of osteoporosis induced in the female
rat through ovariectomy. Boll Soc Ital Biol Sper. 1993;69(7-8):461-8.

46- Turner RT, Vandersteenhoven JJ, Bell NH. The effects of ovariectomy and 17
beta-estradiol on cortical bone histomorphometry in growing rats. J Bone Miner
Res. 1987;2(2):115-22.

47-Wronski TJ, Cintron M, Doherty AL, Dann LM. Estrogen treatment prevents
osteopenia and depresses bone turnover in ovariectomized rats.
Endocrinology. 1988;123(2):681-6.

48- Christiansen C, Christensen MS, Larsen NE, Transbal IB. Transbol.
Pathophysiological mechanism of estrogen effect on bone metabolism: dose-
response relationship in early postmenopausal women. J. Clin. Endocrinol.
Metab. 1982 Dec;55(6):1124-30.

49- Stock JL, Coderre JA, Mallette LE. Mallette. 1985. Effects ofashort course of
estrogen on mineral metabolism in postmenopausal women. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 1985;61(4):595-600.

50-Jordan VC, Phelps E, Lindgren JU. Effects of anti-estrogens on bone in
castrated and intact female rats. Breast Cancer Res Treat. 1987;10(1):31-5.

51-Turner RT, Wakley GK, Hannon KS, et al. Tamoxifen inhibits osteoclast
mediated resorption of trabecular bone in ovarian hormone-deficient rats.
Endocrinology. 1988;122(3):1146-50.

52- Turken S, Siris E, Seldin D, et al. Effects of tamoxifen on spinal bone density
in women with breast cancer. J Natl Cancer Inst. 1989;81(14):1086-8

53- Love RR, Mazess RB, Barden HS, et al. Effects of tamoxifen on bone mineral
density in postmenopausal women with breast cancer. N Engl J Med. 1992
26;326(13):852-6.

54- Giovannacci |, Meleti M, Corradi D, Vescovi P. Clinical Differences in

Autofluorescence Between Viable and Nonvital Bone: A Case Report With

74



Histopathologic Evaluation Performed on Medication-Related Osteonecrosis of

the Jaws. J Oral Maxillofac Surg. 2017 ;75(6):1216-1222.

55- Migliorati CA, Siegel MA, Elting LS. Bisphosphonate-associated osteonecrosis:
a long-term complication of bisphosphonate treatment. Lancet Oncol. 2006
Jun;7(6):508-14.

56- Curral C, Cardoso CL, Junior OF. Medication-related osteonecrosis of the jaw.
Introduction of a new modified experimental model. Acta Cir. Bras 2016;31(5)

57-Landis WJ, Jacquet R. Association of calcium and phosphate ions with
collagen in the mineralization of vertebrate tissues. Calcif Tissue Int.
2013;93(4):329-37

58- Soares-Lopes LR, Soares-Lopes IM, Filho LLL, Alencar AP , da Silva BB.
Morphological and morphometric analysis of the effects of intralesional
tamoxifen on keloids. Exp Biol Med (Maywood). 2017; 242(9): 926—-929.

59- Condi FLF, Soares JM, Teodoro WPR, Veloso AP, Parra ER, Simbes MJ,
Baracat EC. The effects of conjugated estrogen, raloxifene and soy extract on
collagen in rat bones. Climacteric. 2012;15(5):441-8

60-Baloglu M, Gokalp Ozkorkmaz E. Biochemical and immunohistochemical
investigations on bone formation and remodelling in ovariectomized rats with

tamoxifen citrate administration. Folia Morphol (Warsz). 2019.

61-Takeuchi M, Tokin M, Nagata K. Tamoxifen directly stimulates the
mineralization of human osteoblast-like osteosarcoma cells through a pathway
independent of estrogen response element. Biochem Biophys Res Commun.
1995 ;210(2):295-301

62- Tzaphlidou M, Zaichick V. Calcium, phosphorus, calcium-phosphorus ratio in
rib bone of healthy humans. Biol Trace Elem Res. 2003;93(1-3):63-74.

63- Gandolfi MG, Zamparini F, lezzi G, Degidi M, Botticelli D, Piattelli A, Prati C.
Microchemical and Micromorphologic ESEM-EDX Analysis of Bone

Mineralization at the Thread Interface in Human Dental Implants Retrieved for

75



Mechanical Complications After 2 Months to 17 Years. Int J Periodontics
Restorative Dent. 2018 ;38(3):431-441

64- Gil LF, Suzuki M, Janal MN, Tovar N, Marin C, Granato R, Bonfante EA, Jimbo
R, Gil JN, Coelho PG. A human retrieval study. J Biomed Mater Res B Appl
Biomater. 2015;103(6):1328-32.:

65- Johansson C, Albrektsson T. Integration of screw implants in the rabbit: a 1-
year follow-up of removal torque of titanium implants. Int J Oral Maxillofac

Implants. 1987;2(2):69-75.

Relevdncia Clinica

Fundamentacio para o estudo: A influéncia do Tamoxifeno sobre a remodelagdo
Ossea periimplantar ainda nao esta elucidado. Um modelo animal pode axiliar a
avaliar o efeito do TAM sob o tecido 6sseo periimplantar no periodo de tratamento
Principais conclusdes: O Tamoxifeno exerce influéncia positiva no tecido dsseo
periimplantar. Implicacdes praticas: O Tamoxifeno exerce influéncia positiva em
quadros de auséncia de estrégeno
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Figura 1: Contato osso/implante para cada grupo experimental. (a) médias e desvios
padrio (M=DP) de contato osso/implante (BIC) na regido peri-implantar para cada
grupo e periodo. Teste estatistico: ANOVA e Bonferroni. Simbolo: , diferenca
estatisticamente significante com o grupo SS no mesmo periodo (p<0,05). (b-g)
Fotomicrografias mostrando o padrao de BIC nos grupos SS 30d (b), SS 60d (c), SS
90d (d), TAM 30d (e), TAM 60d (f) e TAM 90d (g). Setas brancas: regioes sem contato
osso/implante. Coloracao: fucsina basica. Barras de escala: 200 pm.
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Figura 2: Porcentagem de tecido dsseo neoformado e caracteristicas histologicas dos tecidos
peri-implantares para cada grupo experimental. (a) médias e desvios padriao (M+DP) da
porcentagem de tecido 6sseo neoformado (PTON) na regido peri-implantar para cada grupo
e periodo. Teste estatistico: ANOVA e Bonferroni. Simbolos: *, diferenca estatisticamente
significante com 30 dias no mesmo grupo (p<0,05); 1, diferenca estatisticamente significante
com o grupo SS no mesmo periodo (p<0,05). (b-i) fotomicrografias mostrando as
caracteristicas histologicas dos tecidos peri-implantares nos grupos SS 30d (b), SS 60d (c),
SS 90d (d,e), TAM 30d (f), TAM 60d (g) e TAM 90d (h,i). Coloraciao: hematoxilina e eosina.
Barras de escala: b, ¢, d, f, g, h: 100 pm; e, i: 75 pm.
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Figura 3: Padriao de imunomarcacio de TRAP nos tecidos peri-implantares para cada
grupo experimental. (a) médias e desvios padrao (M+DP) da contagem de células TRAP-
positivas. Teste estatistico: ANOVA e Bonferroni. Simbolos: *, diferenca estatisticamente
significante com 30 dias no mesmo grupo (p<0,05); I, diferenca estatisticamente
significante com 60 dias no mesmo grupo (p<0,05) f, diferenca estatisticamente significante
com o grupo SS no mesmo periodo (p<0,05). (b-g) Fotomicrografias mostrando o padrao
de imunomarcacio para TRAP e células TRAP-positivas (setas pretas) em SS 30d (b), SS
60d (c), SS 90d (d), TAM 30d (e), TAM 60d (f) e TAM 90d (g). Contra coloracao:
hematoxilina de Harris. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 4: Padriao de imunomarcacio de BMP2/4 nos tecidos peri-implantares para cada
grupo experimental. (a) médias e desvios padrao (M+DP) da contagem de células BMP2/4-
positivas. Teste estatistico: ANOVA e Bonferroni. (b-g) Fotomicrografias mostrando o
padriao de imunomarcacio para BMP2/4 e células BMP2/4-positivas (setas pretas) em SS
30d (b), SS 60d (c), SS 90d (d), TAM 30d (e), TAM 60d (f) e TAM 90d (g). Contra
coloracao: hematoxilina de Harris. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 5: Padrio de imunomarcacio de RUNX2 nos tecidos peri-implantares para cada
grupo experimental. (a) médias e desvios padrao (M+DP) da contagem de células RUNX2-
positivas. Teste estatistico: ANOVA e Bonferroni. Simbolos: *, diferenca estatisticamente
significante com 30 dias no mesmo grupo (p<0,05); , diferenca estatisticamente
significante com o grupo SS no mesmo periodo (p<0,05). (b-g) Fotomicrografias mostrando
0 padrao de imunomarcaciao para RUNX2 e células RUNX2-positivas (setas pretas) em SS
30d (b), SS 60d (c), SS 90d (d), TAM 30d (e), TAM 60d (f) e TAM 90d (g). Contra
coloracao: fast green. Barras de escala: 25 pm.
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grupo experimental. (a) médias e desvios padriao (M+DP) da contagem de células OCN-
positivas. Teste estatistico: ANOVA e Bonferroni. Simbolos: *, diferenca estatisticamente
significante com 30 dias no mesmo grupo (p<0,05); , diferenca estatisticamente
significante com o grupo SS no mesmo periodo (p<0,05). (b-g) Fotomicrografias mostrando
0 padrao de imunomarcaciao para OCN e células OCN-positivas (setas pretas) em SS 30d
(b), SS 60d (c), SS 90d (d), TAM 30d (e), TAM 60d (f) e TAM 90d (g). Contra coloracio:
hematoxilina de Harris. Barras de escala: 25 pm.
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Figura 7: Analise elementar e ultraestrutural dos tecidos peri-implantares. (a) médias e desvios

padrio (M=DP) da taxa de cilcio/fosfato para cada grupo e periodo. }, diferenca estatisticamente
significante com o grupo SS no mesmo periodo (p<0,05) (b-g) Fotomicrografias mostrando o padrio
de estruturacio dos tecidos peri-implantares nos grupos SS 30d (b), SS 60d (¢), SS 90d (d), TAM
30d (e), TAM 60d (f) e TAM 90d (g). Aumento original: 2000
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Anexo A - Normas para Publicacao segundo o Periddico - Journal of Periodontology.

Author Guidelines

Journal of Periodontology Author Instructions
Manuscript Categories

The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice of
periodontics and related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the
understanding that text, figures, photographs, and tables have not appeared in any other
publication, except as an abstract prepared and published in conjunction with a
presentation by the author(s) at a scientific meeting, and that material has been submitted
only to this journal.

The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at ScholarOne
Manuscripts. To start a new submission, enter the Author Center and click "Start New
Submission" in the left menu box. Details regarding each submission step are located at
the top of the page in ScholarOne Manuscripts. Authors should prepare manuscripts in
accordance with the instructions below. Failure to do so may result in delays or manuscript
unsubmission.

MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the categories
defined below. Specific information regarding length and format is provided for each
category. Please also refer to the instructions provided under General Format and Style.
All manuscripts will be reviewed by the Editors for novelty, potential to extend knowledge,
and relevance to clinicians and researchers in the field. Some manuscripts will be returned
without review, based on the Editors’ judgment of the appropriateness of the manuscript for
the Journal of Periodontology.

ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis,
diagnosis, and treatment of the different forms of periodontal disease. Papers dealing with
design, testing, and other features of dental implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references, and
figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total combined
number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract
All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no more
than 250 words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the problem being addressed.

* Methods: Describes how the study was performed.

* Results: Describes the primary results.

* Conclusion(s): Reports what authors have concluded from these results, and
notes their clinical implications.

Introduction

The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the
study. More detailed comparisons to previous work and conclusions of the study should
appear in the Discussion section.

Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other
investigators would be able to reproduce the research. When established methods are
used, the author need only refer to previously published reports; however, the authors
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should provide brief descriptions of methods that are not well known or that have been
modified. Identify all drugs and chemicals used, including both generic and, if necessary,
proprietary names and doses. The populations for research involving humans should be
clearly defined and enrollment dates provided.

Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures, and
supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as any
conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the present data to
previous findings. Limitations of the experimental methods should be indicated, as should
implications for future research. New hypotheses and clinical recommendations are
appropriate and should be clearly identified. Recommendations, particularly clinical ones,
may be included when appropriate.

REVIEW ARTICLES

The Journal of Periodontology is no longer accepting submissions of

reviews. Authors may be invited to submit reviews for potential publication, but unsolicited
reviews will no longer be accepted.

COMMENTARIES

The purpose of these papers is to provide a forum for discussion of controversies and other
issues as they relate to the practice of periodontics and implant dentistry. Full and balanced
discussion of controversies on important issues is encouraged. This may result in several
authors each presenting a relevant viewpoint. Commentaries should be concise (2,000 to
3,000 words) with no more than 50 references; however, they should be complete and
balanced, which may require that the issue or controversy addressed be highly focused.

Introduction
This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed and
document their importance and timeliness.

Body

The body should present the information supporting all aspects of the issues. This portion
of the Commentary may be subdivided as appropriate with headings. Figures, tables, and
other illustrative materials may be incorporated. The total combined number of figures and
tables should not exceed six.

Summary
The summary should place the issue in perspective and point a way for future directions in
addressing the controversy.

Acknowledgment(s)

Since these papers allow authors to express their opinions on a subject, it is extremely
important that authors disclose any and all affiliations, financial position, or any other
information that constitutes a real or perceived conflict of interest.

CASE SERIES

The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors are
encouraged to submit Case Reports to Clinical Advances in Periodontics. The
Journal of Periodontology publishes selected Case Series that describe unusual case
presentations, complex diagnoses, and novel approaches to treatment within the scope of
practice of periodontology. These Case Series provide valuable information for clinicians
and teachers in the field.

Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to make a
persuasive argument for or against the procedure, technique, or concept under discussion.
Cases should be relatively homogeneous so that a systematic evaluation of one type of
disease, lesion, or condition is made for the procedure under consideration. Also, treatment
and documentation should be consistent and standardized for all cases. It is recognized
that definitive evidence for the safety and efficacy of any procedure, drug, or device comes
primarily from well-designed, randomized, controlled trials. However, well-executed Case
Series may lead to hypotheses about the usefulness of new and innovative procedures,
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drugs, or devices and may therefore be of value to the progress of clinical science.

The requirements for patient consent, privacy, and institutional approval are well defined for
manuscripts describing research on human subjects. These basic requirements are
described by the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) in their
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (available

at: www.icmje.orq) and are interpreted in the instructions to authors of all peer-reviewed
biomedical journals, including the Journal of Periodontology.

Due to the changing ethical and legal environment around the use of patient information,
the editorial team has received multiple questions about the need for subject consent from
patients described in Case Series submitted for publication.

The following applies to most Case Series. It should be noted that the Editors will
determine whether specific Case Series require additional approvals beyond what is
described below.

Requirement for Ethics Board Approval

Most Case Series are a retrospective description of clinical findings in cases or an
observed course of events that document a new aspect of patient management during the
normal course of clinical treatment. Since there is no hypothesis testing, no systematic data
collection beyond that which is part of routine clinical practice, no data analysis, and the
work has already been done, Case Series do not usually qualify as "research" requiring
approval from ethical boards designed to protect humans involved in clinical research.
(U.S. Fed. definition: "RESEARCH is any systematic investigation, including research
development, testing and evaluation, designed to develop or contribute to generalizable
knowledge.")

Example 1: Series of private practice implant cases in patients who have been taking
bisphosphonates. Authors describe the findings in each case, which are collected and
reported in a table format.

Example 2: Authors collect series of private practice implant cases in patients who have or
have not been taking bisphosphonates. The sample size is sufficient for data analysis, and
authors analyze and report the incidence of complications.

Example 1 does not qualify as "research," but example 2 does qualify and requires ethical
approval.

Please see "Does My Case Series Need IRB Approval?" for more information.

Privacy in Case Series

No patient identifiers should be included in Case Series. If the authors choose to include
any subject identifiers, the authors must include the patient’s informed written consent to
publish the information.

Our policy conforms to the Uniform Requirements, which states: "Patients have a right to
privacy that should not be violated without informed consent. Identifying information,
including names, initials, or hospital numbers, should not be published in written
descriptions, photographs, or pedigrees unless the information is essential for scientific
purposes and the patient (or parent or guardian) gives written informed consent for
publication. Informed consent for this purpose requires that an identifiable patient be shown
the manuscript to be published. Authors should disclose to these patients whether any
potential identifiable material might be available via the Internet as well as in print after
publication."

It should be noted that patients may have given a signed "consent to treat," but that does
not constitute permission to publish their case with personal identifiers unless they have
explicitly approved the manuscript. Likewise, patient consent under government privacy
rules, such as the Health Insurance Portability and Accountability Act (HIPAA) in the United
States, does not constitute permission to publish their case with personal identifiers unless
they have explicitly approved the manuscript.

Format

Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract, references,
and figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total
combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are
acceptable.

86



Abstract
Case Series should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250
words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the clinical situation being discussed.

» Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical) performed.

* Results: Describes the clinical results.

* Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical implications in
practice situations.

Introduction
This section should include a critical review of the pertinent literature.

Case Description and Results

This section describes the cases, including all relevant data. For ease of presentation,
tables describing longitudinal data in a chronological form may be useful. Carefully
selected, high-quality clinical photographs in full color, as well as radiographs, are
encouraged.

Discussion

This should include findings, put into perspective with respect to the field and literature.
Unique arguments and new information gained should be summarized. Consideration of
the clinical significance of the cases should be emphasized in all sections.

GUEST EDITORIALS

Guest Editorials may be invited or may be submitted from authorities in certain areas as a
means of offering their perspective on one or more articles published in the Journal of
Periodontology, or on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR

Letters may comment on articles published in the Journal of Periodontology and should
offer constructive criticism. If a letter comments on a published article, the author(s) will be
provided 30 days to respond to the observations.

Letters to the Editor may also address any aspect of the profession, including education
and training, new modes of practice, and concepts of disease and its management.

Letters should be brief (<1,000 words), focused on one or a few specific points or concerns,
and can be signed by no more than five individuals.

Citations should be handled as standard references.

GENERAL FORMAT

Manuscripts must be submitted in Microsoft Word. Margins should be at least 1" on
both sides and top and bottom and all text should be double-spaced. Materials should
appear in the following order:

* Title Page

* Abstract (or Introduction) and Key Words
» Text

* Footnotes

* Acknowledgment(s)

* References

* Figure Legends

* Tables

Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of
Periodontology Digital Art Guidelines for more information on submitting figures.
Authors should retain a copy of their manuscript for their own records.

SEARCH ENGINE OPTIMIZATION

For tips on Search Engine Optimization (SEO) and article discovery, please see our SEO
guide.

TITLE PAGE

The title page should contain:
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1. a concise but informative title;

2. first name, middle initial, and last name of each author, with the highest academic
degree and the current institutional affiliation, including department, for each (please use
footnote symbols in the sequence *, 1, 1, §, II, Y[, #, **, etc. to identify authors and their
corresponding institutions);

3. disclaimers, if any;

4. the name and address (including fax number and e-mail) of the author responsible for
correspondence (please indicate whether fax number and e-mail can be published);

5. word count and number of figures, tables, and references in the manuscript;

6. a short running title of no more than 60 characters, including spaces;

7. a one-sentence summary describing the key finding(s) from the study.

KEY WORDS

A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to
facilitate indexing should be listed below the abstract.
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Anexo C: Delineamento Experimental

Periodo de verificagdodo ciclo Estral
Periodo de osseointegragdo
| Periodo de adminisltragéo das solugdes

-242 02 223 62 10° 142 182 Semanas
| | | | | | |
| 1 1 1 1 | 1
Ovariectomia Implantes Inicio Eutanasia Eutanasia Eutanasia
> 30 60 90 Dias
TAM

Anexo D: Protocolo para Ovariectomia
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Anexo E: Protocolo para Determinagdo do Ciclo estral
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Anexo F: Protocolo para Administracdo das Soluc¢Ges por Gavagem

Anexo G: Protocolo para Instalacdo dos Implantes
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