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Resumo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o reparo dsseo na interface osso/implante em ratas
com osteoporose induzida. As ratas submetidas a ovariectomia bilateral foram
alimentadas com uma dieta pobre em calcio. Dois grupos receberam tratamento
medicamentoso (raloxifeno [OVX RAL] ou alendronato [OVX ALE]) e outro grupo nao
recebeu nenhuma medicacdo (OVX ST). O grupo controle foi submetido a cirurgia
ficticia e foi alimentado com uma dieta normal (SHAM DN). Cada animal recebeu um
implante em cada tibia. Os animais foram eutanasiados apds 14 ou 42 dias. Foram
realizadas as analises biomecanica (torque reverso), extensdo linear de contato
osso/implante (ELCOI) e dinamica oéssea periimplantar pela propor¢do dos
fluorocromos calceina/alizarina, aplicando-se a analise de varidancia ANOVA e o pds-
teste de Tukey (p<0,05). A imunoistoquimica marcou a precipitacio de
osteoprotegerina (OPG), RANKL, TRAP e osteocalcina (OC). O medicamento RAL
melhorou o reparo ésseo periimplantar, em que o grupo ALE foi semelhante ao grupo
OVX ST. Nao houve diferencas estatisticamente significativas no torque reverso (p =
0,861), na precipitacdo dos fluorocromos (calceina/alizarina) e na ELCOI entre os
grupos OVX RAL e grupo controle — SHAM DN (p > 0,05). As imunomarcacdes de OPG e
RANKL foram similares para os grupos RAL e SHAM; houve moderada expressao de OC
aos 14 dias. A TRAP foi marcada intensamente aos 42 dias para o grupo OVX. Portanto,
o raloxifeno melhorou o reparo dsseo periimplantar de ratas osteopordticas, sugerindo
a sua indicagdo no tratamento da osteoporose.

Palavras-chaves: alendronato, raloxifeno, osteoporose.
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Abstract Geral

The aim of this study was to evaluate the bone healing in bone/implant interface in
rats with induced osteoporosis. The rats underwent bilateral ovariectomy were fed a
diet low in calcium. Two groups received drug treatment (raloxifene [OVX RAL] or
alendronate [OVX ALE]) and the other group received no medication (OVX NT). The
control group underwent sham surgery and was fed a normal diet (SHAM ND). Each
animal received an implant on the tibia. The animals were euthanized after 14 or 42
days. The biomechanical analysis (reverse torque), linear extension contact bone /
implant (BIC) and bone dynamics periimplantar by the proportion of fluorochrome
calcein/alizarin, applying the ANOVA and Tukey's post-test (p<0.05).
Immunohistochemistry marked precipitation of osteoprotegerin (OPG), RANKL, TRAP
and osteocalcin (OC). The RAL improved drug peri-implant bone repair, wherein the
ALE OVX group was similar to the ST group. There were no statistically significant
differences in reverse torque (p = 0.861), precipitation of fluorochromes
(calcein/alizarin) and BIC between OVX RAL and control groups - SHAM ND (p> 0.05).
The immunostaining of OPG and RANKL were similar to RAL and SHAM groups; there
was moderate OC expression at 14 days. TRAP was marked intensely at 42 days for the
OVX group. Therefore, raloxifene improved peri-implant bone repair of osteoporotic
rats, suggesting its indication in the treatment of osteoporosis.

Keywords: alendronate, raloxifene, osteoporosis.
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Capttulo 1

Raloxifeno melhora o reparo ésseo periimplantar em ratas
osteoporéticas *

*Este artigo foi enviado para o periddico International Journal of Oral and Maxillofacial Surgery
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o reparo dsseo na interface osso/implante em ratas
com osteoporose induzida. As ratas submetidas a ovariectomia bilateral (OVX), foram
alimentadas com uma dieta pobre em cdlcio e fosfato. Dois grupos receberam
tratamento medicamentoso (raloxifeno [OVX RAL] ou alendronato [OVX ALE]) e outro
grupo ndo recebeu nenhuma medicacdao (OVX ST). O grupo controle foi submetido a
cirurgia ficticia e foi alimentado com uma dieta normal (SHAM DN). Cada animal
recebeu um implante em cada tibia (na tibia direita, implantes com superficie usinada,
e na tibia esquerda, implantes com texturizacao da superficie). Todos os animais foram
eutanasiados apds 42 dias. Para os dados da biomecanica e de extensdo linear de
contato osso/implante (ELCOI) a analise de varidancia ANOVA e o pds-teste de Tukey
(p<0,05) foram empregados. Os medicamentos (RAL e ALE) melhoraram o reparo
dsseo periimplantar; no entanto, o grupo ALE foi semelhante ao grupo OVX ST. A
texturizacdo da superficie promoveu maior corticalizagdo na interface osso/implante,
mas com as mesmas caracteristicas que o implante usinado, com osso maduro e
neoformacdo d&ssea em laminacdes concéntricas. N3do houve diferencas
estatisticamente significativas no torque reverso (p = 0,861) e ELCOI entre os grupos
OVX RAL e grupo controle — SHAM DN (p = 0,745). Portanto, o tratamento com
raloxifeno foi associado a melhores resultados nas analises biomecanicas, de ELCOI e
histolégicas no tratamento da osteoporose induzida em rata.

Palavras-chaves: alendronato, raloxifeno, osteoporose.
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Abstract

This study aimed to evaluate bone healing at the bone/implant interface in rats with
induced osteoporosis. The rats underwent bilateral ovariectomy (OVX) and were fed a
low calcium and phosphate diet. Two groups received drug treatment (raloxifene [OVX
RAL] or alendronate [OVX ALE]) and another group received no medication (OVX NT).
The control group underwent SHAM surgery and was fed a normal diet. Each animal
received 1 implant in each tibia (right tibia implants with a machined surface and left
tibia implants with surface etching). All animals were euthanized after 42 days. ANOVA
with Tukey post-tests were applied to the biomechanics (reverse torque) and bone
implant contact (BIC) data (p < 0.05). RAL and ALE improved peri-implant bone healing;
however, the ALE group was similar to the OVX NT group. Surface treatment promoted
higher corticalization at the bone/implant interface, but with the same characteristics
as the machined implant, as mature bone and bone neoformation in concentric
laminations. There were no statistically significant differences in reverse torque (p =
0.861) and BIC between the OVX RAL and SHAM groups (p=0,745). Therefore,
raloxifene treatment was associated with better biomechanical, BIC and histological
findings in the context of treatment of induced osteoporosis in rats.

Key-words: alendronate, raloxifene, osteoporosis.
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1.1 Introdugao

Um dos fatores determinantes para a adequada osseointegracdo dos implantes
dentdrios é a qualidade do tecido d6sseo, tendo em vista que as caracteristicas da
micro-arquitetura éssea influenciam na habilidade do osso em suportar a transmissao
e distribuicdo de forgas fisioldgicas (Isidor 2006, Tabata, et al. 2011). Neste contexto,
quando o osso adquire uma estrutura cortical e/ou trabecular com menor densidade, a
interface osso/implante é comprometida (Drage, et al. 2007, Shapurian, et al. 2006).

A diminuicdo da densidade 6ssea corporal é observada em dois tercos das
mulheres, como consequéncia da deficiéncia de estrégeno apds a menopausa (Aubin &
Bonnelye 2000). Assim, a deficiéncia estrogénica associada ao envelhecimento da
populacdo pode ocasionar a osteoporose (Aubin & Bonnelye 2000, Kribbs 1990,
Manolagas & Jilka 1995). Esta perda 6ssea decorrente do envelhecimento é devida a
diminuicdo da absorcao intestinal do cdlcio da dieta, resultando na perda dssea
principalmente cortical (Teofilo, et al. 2003, Teofilo, et al. 2004).

Este processo ainda é motivo de bastante discussao na literatura, no tocante ao
tratamento reabilitador com os implantes osseointegraveis. Yamazaki et al (Yamazaki,
et al. 1999), Ozawa et al (Ozawa, et al. 2002) e Dvorak et al (Dvorak, et al. 2012)
analisaram a porcentagem de contato entre tecido dsseo e implantes instalados na
tibia de ratas Wistar ovariectomizadas. Os autores observaram que a reducdo da
massa dssea nas ratas osteoporoticas promoveu menor area de contato entre o osso e
o implante, o que pode ocasionar menor habilidade no suporte das proteses.

Dentre os tratamentos da osteoporose, a reposicdo hormonal ainda é o mais
utilizado, porém com varias contra-indicacGes e efeitos colaterais (Burg, et al. 2006).

Outros farmacos tém sido utilizados, incluindo os bifosfonatos (Atanes-Bonome, et al.
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2014, Munoz-Torres, et al. 2009) e os moduladores seletivos dos receptores de
estrogeno (SERMs) (Barrett-Connor, et al. 2002, Luvizuto, et al. 2010, Luvizuto, et al.
2010) como terapias alternativas promissoras para o tratamento da osteoporose pds-
menopausa.

A texturizacdo da superficie dos implantes dentdrios através das técnicas de
adicdo e subtracdo tém melhorado as respostas bioldgicas na osteogénese
periimplantar, principalmente em areas de menor densidade, tal como ocorre na
osteoporose (Buser, et al. 2004, Tavares, et al. 2007, Wennerberg & Albrektsson 2009,
Wennerberg & Albrektsson 2011, Xavier, et al. 2003). Isso porque a texturizacdo da
superficie dos implantes dentarios ocasiona aumento das porosidades e da rugosidade
superficial, promovendo que as células da linhagem osteobldstica atinjam a regido
periimplantar de forma mais eficiente e acelerada (Buser, Broggini, Wieland, Schenk,
Denzer, Cochran, Hoffmann, Lussi & Steinemann 2004, Tavares, de Oliveira, Nanci,
Hawthorne, Rosa & Xavier 2007).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento biomecanico e
histométrico de implantes, com e sem texturizacdo da superficie, os quais foram
instalados nas tibias das ratas ovariectomizadas e alimentadas com dieta pobre em
calcio e fosfato para a inducdo de osteoporose, e os eventos do reparo ésseo na
interface osso/implante. Além disso, dois grupos de ratas foram tratados com
alendronato ou raloxifeno (SERM), com o intuito de verificar se estes tratamentos
melhoram o processo de reparo dsseo periimplantar, podendo ser indicados na
reabilitacdo com implantes dentarios.

A hipétese apresentada é que os tratamentos medicamentosos (OVX RAL e OVX

ALE) melhorariam o processo reparacional periimplantar e ocasionariam maior torque
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reverso e ELCOI na comparagao com o grupo OVX ST. Além disso, langamos a hipdtese
de que a texturizacdo da superficie promoveria melhora nos resultados histoldgicos,
de ELCOI e biomecanicos.
1.2 Materiais e Métodos
Animais

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de ética no uso de animais
(CEUA) sob o protocolo 2012-01096. Para esta pesquisa foram utilizadas ratas (N=72)
(Rattus novergicus albinus, Wistar), com peso médio de 200 gramas, as quais foram
divididas em 3 grupos de acordo com a andlise (Grupo | — analise histoldgica, Grupo Il —
anadlise histométrica e grupo lll — analise biomecanica por meio do torque reverso).
Dentro destes grupos as ratas foram divididas em quatro subgrupos: ratas submetidas
a cirurgia ficticia de ovarictomia, somente com exposicao dos ovarios, e alimentadas
com dieta balanceada - SHAM DN; ratas ovariectomizadas e alimentadas com dieta
pobre em calcio e fosfato, sem tratamento medicamentoso para osteoporose - OVX
ST; ratas ovariectomizadas, alimentadas com dieta pobre em calcio e fosfato e tratadas
com alendronato de sddio - OVX ALE e ratas ovariectomizadas, alimentadas com dieta
pobre em calcio e fosfato e tratadas com raloxifeno - OVX RAL. A eutanasia de todos os
animais foi realizada aos 42 dias ap0ds a instalacdo dos implantes.

Inicialmente os animais de todos os grupos, com seus respectivos subgrupos foram
mantidos em gaiolas e alimentados com racdo balanceada (NUVILAB, Curitiba PR,
Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e 4gua ad libitum, até o momento em que foram
divididos de acordo com a osteoporose induzida e o tratamento medicamentoso

(SHAM DN, OVX ST, OVX ALE e OVX RAL).
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Ap0s a realizagdo das cirurgias SHAM e das cirurgias de ovariectomia, os animais do
subgrupo SHAM com dieta balanceada (SHAM DN) continuaram sendo alimentados
com racdo balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e agua
ad libitum, enquanto os demais animais dos subgrupos de ratas ovariectomizadas
foram alimentados com racdo contendo 0.1% Ca e 0.5%P (RHOSTER Ind. Com., Vargem

Grande Paulista, SP, Brasil) e dgua ad libitum.

Experimental Design
1) Estudo do ciclo estral
O ciclo estral foi realizado diariamente de acordo com a técnica sugerida por
Evans e Long (Evans & Long 1922), em que as ratas foram colocadas em gaiolas
individuais para o estudo diario do ciclo estral. Decorridos 2 a 3 ciclos regulares, as

ratas foram utilizadas para os experimentos.

2) Ovariectomia bilateral
As ratas dos grupos OVX ST, OVX ALE e OVX RAL foram sedadas com Vetaset
(Cloridrato de Quetamina injetdvel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda) e receberam
também o relaxante muscular Coopazine (Xilazina-Coopers, Brasil, Ltda), a seguir,
foram realizadas incisdes em ambos os flancos, com a exposicdo dos ovarios e
remocado cirurgica dos mesmos. As ratas do grupo SHAM DN passaram pelo mesmo
procedimento, porém apenas foi realizada a exposicdo cirdrgica dos ovarios sem sua

remocao.

3) Tratamento Medicamentoso

OVX ALE (Alendronato de Sédio)
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Oito dias apds a ovariectomia as ratas foram submetidas a tratamento com
alendronato sddico por 30 dias através da gavagem de 0,1mg/Kg/dia (da Paz, et al.
2001) dissolvido em solucdo aquosa. Esta medicacdo permaneceu até o término do
experimento (eutanasia dos animais), totalizando 72 dias de administragao.

OVX RAL (Raloxifeno)

Oito dias apds a ovariectomia as ratas foram submetidas a tratamento com
raloxifeno por 30 dias através da gavagem de 1mg/kg/dia (Luvizuto, Dias, Queiroz,
Okamoto, Garcia, Okamoto & Dornelles 2010) dissolvido em solugdo aquosa. Da
mesma forma que a medicacdo anterior, esta permaneceu até a eutanasia dos
animais.

4) Cirurgia para instalagdo dos implantes nas tibias

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias ao
procedimento cirdrgico e sedados pela combinacdo de anestésico e relaxante muscular
por meio da administracdo de 50mg/kg de Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort
Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brazil) e 5mg/Kg de cloridrato de
xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdao Paulo, Brazil) e
receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local e para hemostasia do campo
operatdrio.

Apds a sedacdo dos animais foi realizada tricotomia na por¢cao medial da tibia
direita e esquerda, antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%,
Riodeine Degermante, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado a PVPI tépico. Foi
realizada incisdo de aproximadamente 1 cm, divulsdo dos tecidos moles em espessura

total até a exposicdo das metafises tibiais direita e esquerda.
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Na tibia direita de cada rata foi instalado um implante de titanio grau 4 com
superficie usinada (Implalife Biotecnologia, Jales, Sdo Paulo, Brazil) e na tibia esquerda,
um implante de titdnio grau 4 com superficie texturizada por duplo ataque acido
comercialmente disponivel (Implalife Biotecnologia, Jales, Sdo Paulo, Brazil). Todos os
implantes apresentavam 2.0 mm de diametro e 4 mm de comprimento e mddulo de
rebordo quadrado. Para tanto, a fresagem foi realizada com fresa espiral de 1,4mm de
didmetro montada em motor elétrico (BLM 600®; Driller, Sdo Paulo, SP, Brasil) a uma
velocidade de 1000 rpm, sob irrigacdo com solucdo isoténica de cloreto de sddio a
0,9% (Fisiolégico®, Laboratoérios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A
instalagdo foi realizada com chave digital quadrada de forma manual, com travamento
bicortical do implante (Figuras 1A, 1B e 1C).

Os tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brazil)
com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brazil) com pontos interrompidos no plano
mais externo. No péds-operatdrio imediato os animais receberam administracao
intramuscular de Pentabidtico (0,1ml/Kg, Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas,
S3o Paulo, Brasil) com uma dose e Dipirona Sddica (1mg/kg/dia, Ariston Industrias
Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

Aos 14 dias apds a instalacdo dos implantes, em 24 animais foi administrado o
fluorocromo calceina pela via intramuscular, na dosagem de 20 mg/kg para cada
animal. 20 dias apds, o fluorocromo vermelho de alizarina foi administrado (20 mg/kg).

Com a infiltracdo dos fluorocromos, a avaliacdo da ELCOI foi realizada por microscopia
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confocal. As bidpsias destes animais foram reservadas para o processamento de tecido
calcificado, a fim de obter dados da analise histométrica do contato osso/implante.

5) Andlises

GRUPO I - Andlise histologica
Processamento laboratorial para obtencdo das laminas histolégicas

A eutandsia dos animais foi realizada apds 42 dias da instalacdo dos implantes

através de sobredosagem anestésica. Apds a eutandsia dos animais, as metafises
tibiais esquerda e direita das ratas do grupo | foram removidas e reduzidas. A seguir,
foram fixadas em solu¢do de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos,
Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brazil) durante 48 horas e banhadas

em agua corrente por 24 horas.

Preparo das pegas para andlise histoldgica

Apods a lavagem das pegas, as mesmas foram descalcificadas em EDTA (18%)
por 6 semanas, e com isso foi possivel realizar a cuidadosa remoc¢ao dos implantes pela
rotacdo anti-hordria. A seguir, utilizando uma sequéncia crescente de alcodis as pecas
foram desidratadas. Apds estas etapas, foi realizada a diafanizacdo com xilol para
posterior inclusdo em parafina a fim de que cortes com 5 um de espessura no sentido
longitudinal fossem obtidos e montados em laminas. As laminas foram coradas em
hematoxilina e eosina (HE).

As imagens obtidas foram capturadas no microscépio Optico convencional
(Leica Aristoplan Microsystems Leitz, Benshein, Alemanha), acoplado a uma camera de
captura de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e

conectado a um microcomputador.
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GROUP Il - Andlise histométrica
Preparac¢ao dos espécimes para andlise histométrica

As outras tibias, ap6s fixacdo em formaldeido por 48h também foram lavadas
em agua durante 24h e em seguida, desidratadas em ordem crescente de dlcoois para
que fossem infiltradas com resina fotopolimerizavel (Technovit 7200VLC, Advanced
Technologies exakt, Norderstedt, Alemanha). Apds a polimerizacdo da resina, os
espécimes foram submetidos ao corte da serra de semi-precisdo (Exakt Tecnologias
Avancadas, Norderstedt, Alemanha) e reduzidas a uma espessura média de 80
micrometros em polidora automatica (Exakt Tecnologias Avancadas, Norderstedt,
Alemanha) com lixas de diferentes graumaturas. As laminas foram montadas com as
pecas estabilizadas com éleo mineral.
Microscopia de escaneamento a laser Confocal

Cortes longitudinais da interface osso / implante correspondentes a terceira,
guarta e quinta espiras dos implantes instalados nas tibias do lado direito e esquerdo
foram obtidas pelo microscépio Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha), utilizando uma objetiva de 10X (aumento original 100) (Figura
2). As imagens obtidas pela microscopia confocal foram reconstruidas e, assim o 0sso
periimplantar mostrou a sobreposicdo dos dois fluorocromos (calceina e alizarina).
Andlise histométrica - ELCOI

O célculo, em micrémetros, da extensdo linear do contato osso/implante
contato (ELCOI) da interface periimplantar nas regides da terceira e quarta espiras dos
implantes, foi padronizado para todos os grupos. Utilizou-se o programa de analise de
imagens - Imagem J (Software de Processamento e Analise de Imagem, Ontario, ON,

Canada) para esta finalidade. Portanto, somente as linhas fluorescentes verdes
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(calceina) e vermelhas (alizarina), que foram precipitadas na interface periimplantar,

foram mensuradas.

GRUPO lil -Ensaio Biomecdnico

Antes da eutanasia dos animais deste grupo, também aos 42 dias apds a
instalacdo dos implantes, os animais foram sedados pela combinacdo de 50mg/kg de
Ketamina intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao
Paulo, Brazil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil
Ltda — Osasco, Sdo Paulo, Brazil). As metafises tibiais direita e esquerda foram
reabertas para exposicdao dos implantes e realizacdao do torque reverso. Uma chave
quadrada foi adaptada ao torquimetro digital (Torque Meter - Instrutherm®, Sado
Paulo-SP, Brasil) e este ao mddulo de rebordo do implante.

Foi aplicado movimento anti-horario aumentando-se o torque reverso até a
rotacdo do implante no interior do tecido désseo, rompendo-se completamente a
interface osso/implante, momento em que o torquimetro registrou o pico maximo de
torque para esse rompimento, em Newton por centimetros? (N.cm?).

Andlise estatistica

Os dados obtidos pelo torque reverso e ELCOI foram submetidos ao teste
estatistico de homocedasticidade (Kolmogorov-Smirnov, p< 0,05), os quais mostraram
distribuicdao normal pelo programa Sigmaplot 12.5 Exact Graphs and Data Analysis (San
Jose, California, USA). A analise de variancia a 2 fatores (medicamento x superficie) foi
realizada e para os dados que mostraram significincia estatistica, o teste Tukey foi

aplicado. Para todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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1.3 Resultados
Andlise Histoldgica

A andlise histoldgica aos 42 dias apds a instalacdo dos implantes de superficie
usinada mostrou que o reparo dsseo periimplantar no grupo SHAM DN apresentou
maior corticalizacdo do tecido dsseo na interface osso/implante, de modo a envolver
as espiras dos implantes, com osso maturo, através de neoformacdo de osso em
laminag¢des concéntricas (Figura 3A). O grupo OVX ST, teve neoformacdo dssea com
corticalizacdo na interface somente nas primeiras espiras dos implantes na regido
cervical dos mesmos. Na porcdo medular, uma pequena neoformacao éssea foi
observada com grande quantidade de tecido adiposo (Figura 3B).

No grupo OVX ALE houve uma melhora no reparo ésseo (Figura 3C), mas de
forma bastante semelhante ao grupo OVX ST, ainda com o reparo atrasado em
especial na regido medular. O tratamento com raloxifeno (OVX RAL) mostrou melhora
na maturacao éssea periimplantar (Figura 3D), préximo dos resultados histolégicos do
SHAM DN.

Os implantes com superficie texturizada melhoraram a corticalizacdo na
interface osso/implante nos grupos OVX ST e OVX ALE, quando comparados aos
implantes usinados, porém no tecido medular ainda havia grande quantidade de
tecido adiposo. Ja os grupos OVX RAL e SHAM DN foram semelhantes, mostrando
neoformacdo de osso maduro em toda a interface osso/implante (Figuras 4A, 4B, 4C e

4D).
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Torque Reverso

Foi aplicado o teste ANOVA a dois fatores (medicamento x superficie),
apresentando diferencas estatisticamente significantes nas varidveis superficie (p=
0,02) e medicamentos (p< 0,001) comparadas isoladamente. A comparacdo entre
texturizacdo da superficie versus medicamentos ndo houve diferenca estatistica (p=
0,560) (Tabela 1).

Como pos-teste foi aplicado o teste Tukey, em que foi identificado maior
torque para a superficie texturizada dos implantes em comparacdo a superficie
usinada (p= 0,020, Tukey). Para o fator medicamento, foi observado maior torque com
diferencas estatisticas entre os grupos SHAM-DN vs. OVX-ST (p<0,001), SHAM-DN vs.
OVX-ALE (p< 0,001), com maior torque para SHAM-DN em ambas as comparagées;
OVX-RAL vs. OVX-ST (p< 0,001), OVX-RAL vs. OVX-ALE (p< 0,001), com maior torque
para OVX-RAL e OVX-ALE vs. OVX-ST (p< 0,01), com maior torque para OVX-ALE.
Somente entre SHAM-DN vs. OVX-RAL ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,861) (Tabela 2 e Figura 5).

ELCOI

A analise de varidncia a dois fatores mostrou significancia estatistica somente
no fator de variacdo medicamento utilizado na comparacdo entre os grupos de
tratamento da osteoporose (OVX ALE e OVX RAL) e os Grupos controles (SHAM e OVX
ST) (p < 0,001). As comparacdes isoladas da varidvel texturizacdo da superficie dos
implantes e/ou superficie vs medicamento ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (p>0,05), mesmo que para todos os grupos houve uma

tendéncia do aumento do BIC nos implantes com texturizacdo da superficie (Tabela 3).
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Os maiores valores de ELCOI foram observados nos grupos SHAM e OVX RAL,
sem diferencas estatisticas entre os dois grupos (p = 0,745, teste Tukey). Os menores
valores de ELCOI foram encontrados nos grupos OVX ALE e OVX ST e, na comparacao
entre eles também ndo houve relevancia estatistica (p = 0,934, teste Tukey). As demais
interacGes mostraram diferencas estatisticamente significantes, com maiores valores
de ELCOI para SHAM DN, OVX RAL, seguidas por OVX ALE e OVX ST (p< 0,001, teste

Tukey) (Tabela 4 e Figura 6).

1.4 Discussao

As hipoteses dos autores nesta pesquisa de que os tratamentos
medicamentosos (OVX RAL e OVX ALE) melhorariam os parametros avaliados em
relacdo as ratas do grupo OVX ST, e de que a texturizacao da superficie promoveria
melhores resultados histoldgicos e biomecanicos, foram parcialmente aceitas. Isso
porque em relagao aos resultados de torque reverso, os grupos OVX ALE, OVX RAL e
SHAM DN obtiveram maior torque em relacdo ao OVX ST (P< 0,01). Porém na
comparag¢ao com o grupo SHAM DN, os grupos OVX ST e OVX ALE apresentaram menor
torque reverso (p< 0,01), ou seja, o alendronato ndo promoveu melhora a ponto de ter
desempenho semelhante ao das ratas SHAM DN. Enquanto que o raloxifeno (OVX RAL)
ndo mostrou diferenca estatistica quando comparado com o grupo SHAM DN (p=
0,861). Os implantes com texturizacdo da superficie foram estatisticamente superiores
aos implantes usinados para todos os grupos (p= 0,020) na analise de torque reverso.
Esses resultados biomecanicos foram suportados pelas imagens histoldgicas (Figuras 3
e 4). Analisando os resultados de ELCOlI comparando os medicamentos utilizados, os

dados confirmam as outras analises realizadas, exceto para a texturizagdao da
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superficie, que ndao mostrou diferenga estatisticamente significante entre os grupos
(p>0,05).

Sendo assim, ficou evidente que o raloxifeno conseguiu melhorar o reparo
dsseo periimplantar no tratamento da osteoporose induzida em ratas. A semelhanca
histolégica com o grupo SHAM DN, associado aos valores biomecanicos e ELCOI,
sugere que esta medicacdo além de tratar a diminuicao da densidade dssea causada
pela osteoporose induzida, provavelmente possibilita adequada osseointegracdo no
tratamento reabilitador com os implantes dentarios. Tendo em vista que somente
apods o carregamento, obtem-se a osseointegracdo (Albrektson 1989, Branemark, et al.
1977, Ericsson, et al. 2000, Ravald, et al. 2012), estudos futuros devem ser realizados
com o intuito de avaliar se essas medica¢Ges sdao capazes de suportar cargas, através
de micromovimentagdes aplicadas transcutaneamente sobre os implantes, em
diferentes momentos do reparo dsseo, como realizado por Wazen et al (Wazen, et al.
2013).

Apesar da literatura atual ndo identificar diferencas estatisticamente
significativas entre os pacientes com osteoporose reabilitados com implantes
dentdrios, em relacdo a taxa de falha deste tratamento, ha uma forte correlacdo entre
a osteoporose e a diminuicdo da taxa de sobrevivéncia, principalmente na mandibula
quando comparado com maxila, ricamente vascularizada. E importante salientar que o
objetivo do presente estudo foi o avaliar o efeito de medica¢des utilizadas no
tratamento da osteoporose no reparo 6sseo periimplantar. Assim, serd possivel
estabelecer um protocolo clinico no tratamento desta alteragcdo sistémica, melhorando

0 processo de reparo 9sseo.
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Estudos previamente publicados (Luvizuto, Dias, Queiroz, Okamoto, Garcia,
Okamoto & Dornelles 2010, Luvizuto, et al. 2011) observaram melhor dindmica do
processo de reparo alveolar em ratas ovariectomizadas quando tratadas com
raloxifeno aos 42 dias, com melhores respostas histomofométricas de porcentagem de
osso neoformado. Mesmo que esses resultados foram obtidos em alvéolos em
reparacao pos-exododntica, corroboram com os do presente trabalho, sustentando a
assertiva da indicacdo do raloxifeno no tratamento da osteoporose, especialmente em
individuos que se submeterdo ao tratamento com implantes osseointegraveis. A
habilidade dos moduladores seletivos de receptores de estréogeno para ativar os
osteoblastos foi confirmada em estudos anteriores (Luvizuto, Dias, Queiroz, Okamoto,
Garcia, Okamoto & Dornelles 2010, Luvizuto, Queiroz, Dias, Okamoto, Dornelles,
Garcia & Okamoto 2010). Este é provavelmente o principal fator que explica os
resultados na reparagao dssea alveolar e periimplantar com este medicamento.

A acdo anti-reabsortiva dos bifosfonatos orais, através da ligacdo a
hidroxiapatita, que inibe a acdo dos osteoclastos e também promove a apoptose dos
osteoclastos (Giro, et al. 2011) é eficiente no tratamento da osteoporose, entretanto
ainda é incerto no que diz respeito a instalacdo de implantes dentarios em pacientes
osteoporéticos. Além do risco da osteonecrose dos maxilares (Marx, et al. 2007,
Ruggiero, et al. 2009, Sigua-Rodriguez, et al. 2014), ainda que os resultados
histométricos observados por Giro et al (Giro, Coelho, Pereira, Jorgetti, Marcantonio &
Orrico 2011), foram semelhantes ao grupo controle (SHAM DN), essa duvida ainda
permanece. Portanto, corroborado pelo presente estudo, ressalta-se a necessidade de

outras investigacdes in vivo, através da avaliacdo dessas situacdes, com os implantes
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sendo submetidos ao carregamento (Wazen, Currey, Guo, Brunski, Helms & Nanci
2013).

Em relacdo ao modelo animal, Glosel et al (Glosel, et al. 2010) relataram que o
orgdo americano Food and Drug Administration considera a ovariectomia (OVX)
bilateral em ratas apds um periodo de 3 meses, como o modelo ideal para mimetizar a
osteoporose pés-menopausa. Neste contexto, a associacdo da OVX com a dieta pobre
em calcio e fosfato, relatada pela primeira vez por Tedfilo et al (Teofilo, Azevedo,
Petenusci, Mazaro & Lamano-Carvalho 2003, Teofilo, Brentegani & Lamano-Carvalho
2004), mostrou maior efetividade na simulagdo da osteoporose induzida em ratas,
apresentando reducdo da massa dssea duas vezes maior da na maxila em relagdo a
tibia num periodo de apenas 5 semanas, sem a necessidade de esperar 3 meses apos a
OVX para o inicio dos experimentos a serem analisados. Sendo assim, como suportado
pelos resultados do presente trabalho, a associacdao da OVX com a dieta pobre em
calcio e fosfato deve ser considerada para os estudos.

Uma limitacdo do estudo em animais é a extrapolagao para os parametros
clinicos. A selecdo da tibia das ratas para a avaliacdo do reparo ésseo é justificada por
sua aceitacdo na literatura como um modelo experimental valioso para o estudo da
osseointegracao na osteoporose (Glosel, Kuchler, Watzek & Gruber 2010).

Ainda Glosel et al (Glosel, Kuchler, Watzek & Gruber 2010) observaram que as
altera¢des histométricas através dos valores de ELCOI ocorreram somente no tecido
medular das ratas osteoporéticas em comparacao as ratas do grupo controle (SHAM
DN). O que foi suportado pela analise histoldgica deste estudo, onde de forma mais
marcante nos grupos OVX ST e OVX ALE, na regido medular a neoformacao éssea da

interface osso/implante foi atrasada, com grande quantidade de tecido adiposo e
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pouca corticalizagdo nessa interface, importante para o processo de reparo dsseo
periimplantar. Além disso, os resultados da andlise de ELCOI apresentaram maiores
valores no grupo OVX RAL, quando comparado com os grupos OVX ALE e OVX ST. E
importante notar que esse grupo teve valores semelhantes ao grupo SHAM DN,
sugerindo que o raloxifeno reverteu a osteoporose induzida em ratos.

A literatura é congruente em afirmar que a texturizacdo da superficie dos
implantes dentdrios promove melhores respostas bioldgicas, principalmente nas
regides de menor densidade, como a regido posterior de maxila, assim como nas
alteragbes do metabolismo &ésseo, como ocorre na osteoporose (Buser, Broggini,
Wieland, Schenk, Denzer, Cochran, Hoffmann, Lussi & Steinemann 2004, Tavares, de
Oliveira, Nanci, Hawthorne, Rosa & Xavier 2007, Wennerberg & Albrektsson 2009,
Wennerberg & Albrektsson 2011, Xavier, Carvalho, Beloti & Rosa 2003). Este estudo
comprovou esta assertiva da literatura, onde os resultados histoldgicos e biomecanicos
mostraram superioridade da texturizagdo da superficie dos implantes através do duplo
ataque acido, quando comparado aos implantes de superficie usinada. Sendo assim, a
texturizacdo da superficie dos implantes deve ser realizada, principalmente, nas
situagdes avaliadas neste estudo. Mesmo nao havendo diferenga estatistica na analise
histométrica (ELCOI) (p> 0,05), o implante com superficie texturizada em comparacdo
com os implantes usinados, mostrou uma tendéncia de aumento da ELCOI,

corroborando com as outras analises realizadas.

1.5 Conclusoes

Diante dos limites deste estudo in vivo, foi possivel concluir que:
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1) Raloxifeno foi o medicamento que apresentou melhores resultados
histoldgicos, de extensdo linear de contato osso/implante e biomecanicos para o
tratamento da osteoporose induzida em ratas;

2) Os implantes com texturizacdo da superficie promoveram maior resisténcia
para o torque reverso aplicado na interface osso/implante.
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1.7 Tabelas

Tabela 1 — Teste ANOVA a dois fatores (superficie x medicamento) para torque reverso

Fator de variagao *p

Superficie 0,020
Medicamento <0,001
Superficie x Medicamento 0,560

*valores de P<0,05 denotam significancia estatistica

Tabela 2 — Teste Tukey para os grupos experimentais de osteoporose (SHAM DN, OVX

ST, OVX ALE e OVX RAL) na analise biomecanica (torque reverso)

Comparagao (Grupos experimentais) *p
Sham-DN vs. OVX-NT P<0,001
Sham-DN vs. OVX-ALE P<0,001
Sham-DN vs. OVX-RAL P=0,861
OVX-RAL vs. OVX-NT P <0,001
OVX-RAL vs. OVX-ALE P<0,001

OVX-ALE vs. OVX-NT P<0,001

*valores de P<0,05 denotam significancia estatistica
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Tabela 3 - Teste ANOVA a dois fatores (medicamento x superficie) para ELCOI

Fator de variagao *p
Superficie 0,261
Medicamento <0,001
Superficie x Medicamento 0,858

*valores de P<0,05 denotam significancia estatistica

Tabela 4 - Test Tukey para os grupos experimentais de osteoporose (SHAM DN, OVX

ST, OVX ALE e OVX RAL) nos dados de ELCOI

Comparagao (Grupos experimentais) *p
Sham-DN vs. OVX-NT P<0,001
Sham-DN vs. OVX-ALE P<0,001
Sham-DN vs. OVX-RAL P=0,745
OVX-RAL vs. OVX-NT P <0,001
OVX-RAL vs. OVX-ALE P<0,001
OVX-ALE vs. OVX-NT 0,934

*valores de P<0,05 denotam significancia estatistica
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1.8 Figuras

Figura 1 — Aspecto clinico da fresagem realizada na tibia das ratas antes da instalacdo do implante (A). Instalacdo do implante com chave

digital (B). Implante instalado na tibia do animal (C).



Figura 2 — Imagem da regido periimplantar obtida através da microscopia confocal, padronizada para o cdlculo de ELCOI, representada
pela soma das linhas azuis. Considerou-se na analise ELCOI as linhas fluorescentes verdes (calceina) e vermelhas (alizarina) na interface

osso/implante na regido de terceira e quarta espiras do implante.
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Figura 3 — Cortes histoldgicos mostrando o tecido ésseo envolvendo as espiras dos implantes usinados dos grupos experimentais SHAM
DN (A), OVX ST (B), OVX ALE (C), e OVX RAL (D). Note o osso neoformado junto a superficie do implante, especialmente no grupo SHAM

DN. Importante notar a quantidade considerdvel de osso medular, repleto de tecido adiposo, nos grupos OVX ST e OVX ALE.
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Figura 4 — Cortes histologicos mostrando o tecido ésseo envolvendo as espiras dos implantes com superficie texturizada dos grupos
experimentais SHAM DN (A), OVX ST (B), OVX ALE (C), e OVX RAL (D). Note o osso neoformado préximo junto as espiras do implante,
especialmente no grupo SHAM DN. De modo similar aos implantes usinados, observa-se a quantidade consideravel de osso medular,

repleto de tecido adiposo, em especial nos grupos OVX ST e OVX ALE.
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Figura 5 — Grafico representativo dos resultados de torque reverso na comparagdo entre a instalagdo de implantes de superficie usinada
e implantes de superficie texturizada nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 6 — Grafico representativo dos resultados de ELCOI na comparac¢ado entre a instalagdo de implantes de superficie usinada e
implantes de superficie texturizada nos diferentes grupos experimentais.

53



54

ANEXOS



55

1.9 Anexo A - Aprovacio do Comité de Etica no Uso de animais da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba

\/
O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes ™ 9{LIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Aragatuba

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethical Use of Animals (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Avaliagdo do reparo 6sseo na interface osso/implante
em ratas com osteoporose induzida tratadas com raloxifeno ou alendronato - Andlise histométrica,
imunoistoquimica, por epifluorescéncia e biomecanica” sob responsabilidade da Pesquisadora
ROBERTA OKAMOTO e colaboragdo de Gabriel Ramalho Ferreira, Leonardo Perez Faverani,
André Luis da Silva Fabris e Tetuo Okamoto estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo CEUA, de acordo com o protocolo 2012-

01096.

CERTIFICATE

We certify that the research “Evaluation of bone healing in the bone/implant
interface in rats with induced osteoporosis treated with raloxifene or alendronate - Histometric,
immunohistochemical, epifluorescence and biomechanical analysis”, protocol number 2012-
01096, under responsibility of ROBERTA OKAMOTO and with collaboration of Gabriel Ramalho

Ferreira, Leonardo Perez Faverani, André Luis da Silva Fabris and :Fquo Okamoto agree with

Faculdade de C gid e Factildade deMedicina VeterNiria = Departarentode Clinica; Cirirgia
Reprodugdo Animal = Rua Cl6vis Pestana, 793 CEP16050-680 Aracatiiba—SP
Tel (18) 3636-1440,Fax{(18) 3636-1403 E*mail: fablanocadioli@fm

110 Anexo B- Normas para publicaco do periédico JOMS
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only two categories of headings should be used: major ones should be typed in capital
letters; minor ones should be typed in lower case (with an initial capital letter) at the left

hand margin.
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degrees of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA, F=2.34; df=3,46; P<0.001). If a
computer data analysis was involved, the software package should be mentioned.

Descriptive statistics may be presented in the form of a table, or included in the text.

Abbreviations, symbols, and nomenclature: Only standardized terms, which have been
generally accepted, should be used. Unfamiliar abbreviations must be defined when first
used. For further details concerning abbreviations, see Baron DN, ed. Units, symbols, and
abbreviations. A guide for biological and medical editors and authors, London, Royal
Society of Medicine, 1988 (available from The Royal Society of Medicine Services, 1
Wimpole Street, London W1M 8AE, UK).

The minus sign should be -.

If a special designation for teeth is used, a note should explain the symbols. Scientific
names of organisms should be binomials, the generic name only with a capital, and should
be italicised in the typescript. Microorganisms should be named according to the latest

edition of the Manual of Clinical Microbiology, American Society of Microbiology.

Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs used may

be named in the Acknowledgments section. Do not use 'he’, 'his' etc where the sex of the
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person is unknown; say 'the patient' etc. Avoid inelegant alternatives such as 'he/she'.

Patients should not be automatically designated as 'she', and doctors as 'he'.

References

The journal's reference style has changed. References should be numbered consecutively
throughout the article, beginning with 1 for the first-cited reference. References should be
listed at the end of the paper in the order in which they appear in the text (not listed

alphabetically by author and numbered as previously).

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the text
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article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus (see
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and last page numbers. Internet pages and online resources may be included within the
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Tables
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of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered consecutively with
Arabic numerals. They should be double spaced on separate pages and contain only
horizontal rules. Do not submit tables as photographs. A short descriptive title should
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to ensure that all units are included. Ensure that each table is cited in the text.

Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be figures, and
should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each figure should have a caption,
typed double-spaced on a separate page and numbered correspondingly. The minimum

resolution for electronically generated figures is 300 dpi.



68

Line illustrations: All line illustrations should present a crisp black image on an even white
background (127 x 178 mm (5 x 7 in), or no larger than 203 x 254 mm (8 x 10 in). The size

of the lettering should be appropriate, taking into account the necessary size reduction.

Photographs and radiographs: Photomicrographs should show magnification and details
of any staining techniques used. The area(s) of interest must be clearly indicated with

arrows or other symbols.

Colour images are encouraged, but the decision whether an illustration is accepted for
reproduction in colour in the printed journal lies with the editor-in-chief. Figures supplied

in colour will appear in colour in the online version of the journal.
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mm), (b) double column width (110 mm), (c) full page width (170 mm). Photographs
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Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors who publish
in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving requirements as
specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements

and policies please visit External link http://www.elsevier.com/fundingbodies

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author,
which they are requested to correct and return within 48 hours. Elsevier now sends PDF
proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version
7 available free from External link
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to

annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at



69

the Adobe site: External link
http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you do not wish
to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the
Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line
number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by
fax, or scan the pages and e-mail, or by post.

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted
for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We
will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Therefore,
it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that

Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding authorwill be provided , at no cost, with a PDF file of the article via e-
mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of
use. Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices

will be sent to the corresponding author.

Accepted Articles

For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of when an
article's status has changed, visit: External link
http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html| There are also detailed artwork guidelines,

copyright information, frequently asked questions and more. Contact details for questions



70

arising after acceptance of an article, especially those related to proofs, are provided after
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Instructions for Letters to the Editor

The IJOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the highest quality
of Letters to the Editor, the following guidelines should be followed:

1. Letters are meant to be focus pieces and, therefore, are limited to no more than
600 words, 6 references and a maximum of 2 figures. One reference should include a
reference to the IJOMS article being addressed.

2. It is recommended that you limit your letter to one or two important and critical
points to which you wish to provide a clear and precise discussion regarding the previously
published article.

3. One should support all assertion by peer review literature which should be a
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4. Please include any financial disclosures at the end of the letter. This would include
the potential conflicts of interest not just related to the specific content of your letter but
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8. Finally, it is not advisable to provide a letter that is anecdotal. While personal
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Capftulo 2

Din4mica do processo de reparo ésseo periimplantar durante o
tratamento com alendronato de sédio ou raloxifeno em ratas

osteoporéticas **

**Este artigo foi formatado de acordo com as normas do periddico Clinical Oral Implants Research
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Resumo

Objetivos: Avaliar a taxa de remodelacdo do tecido dsseo durante o processo de reparo
periimplantar em ratas osteopordticas tratadas com medicamentos da classe dos
bifosfonatos e moduladores de receptores de estrégeno.

Materiais e Métodos: 72 ratas foram divididas em 2 grupos segundo as analises propostas
(imunoistoquimica e fuorocromos), e 4 sub-grupos (n = 6) em funcdo da osteoporose
induzida e das medicacOes utilizadas: OVX, ratas ovariectomizadas e alimentadas com
dieta pobre em calcio e fosfato; SHAM - ratas submetidas a cirurgia ficticia de
ovariectomia e alimentadas com dieta balanceada; ALE - ratas ovariectomizadas,
alimentadas com dieta pobre em calcio e fosfato e tratadas com alendronato e, RAL - ratas
ovariectomizadas, alimentadas com dieta pobre em cdlcio e fosfato e tratadas com
raloxifeno. Oito dias apds a ovariectomia e cirurgias SHAM iniciou-se o tratamento com
raloxifeno (RAL) ou alendronato (ALE) em dois dos sub-grupos. Apdés 30 dias da
administracdao das medicagdes, foi instalado um implante de superificie texturizada com
duplo ataque acido em cada tibia das ratas. Para a imunomarcacao de osteoprotegerina
(OPG), RANKL, TRAP e osteocalcina (OC), 24 ratas foram submetidas a eutandasia aos 14 e
42 dias ap6s a instalacdo dos implantes. As demais 24 ratas, aos 52 dias apds a
ovariectomia, receberam pela via intramuscular 20 mg/kg de calceina e no 80° dia, 20 mg
/kg de vermelho de alizarina. A eutanasia foi realizada aos 60 dias apds a instalacdo dos
implantes. As pecas para imunoistoquimica foram incluidas em parafina e para a
microscopia confocal, em resina fotopolimerizavel. Foi calculada a drea de osso marcada

pelos fluorocromos (calceina e alizarina), nos diferentes grupos experimentais por meio
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do programa Image J. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA 2 fatores e
para os dados com significancia estatistica, foi aplicado o teste Tukey, com p<0,05.
Resultados: A dinamica éssea periimplantar foi superior estatisticamente nos grupos
SHAM e RAL em comparacdo aos demais grupos, em que ambos apresentaram maior area
ossea periimplantar para o vermelho de alizarina e menor para a calceina (p<0,05). Ndo
houve diferenca entre os grupos SHAM e RAL, bem como nas interagdes entre ALE e OVX
(p>0,05) para as expressdes dos fluorocromos. As imunomarcacdes de OPG e RANKL
foram similares para os grupos RAL e SHAM; houve moderada expressdao de OC
precocemente (14 dias). A TRAP foi marcada intensamente aos 42 dias para o grupo OVX e
para o grupo ALE, foi marcada levemente aos 42 dias.

Conclusdes: Raloxifeno melhorou a dindmica dssea periimplantar de ratas osteoporéticas,
indicando-se sua utilizagdo no tratamento da osteoporose.

Palavras-chave: osteoporose, implantes dentdrios, alendronato, raloxifeno, microscopia.
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Abstract

Objectives: To evaluate the bone remodeling rate during the peri-implant healing process
in osteoporotic rats treated with drugs of the class of bisphosphonates and selective
estrogen receptor modulators.

Materials and Methods: 72 rats were divided into 2 groups according to the proposed
analysis (immunohistochemistry and fuorocromos), and 4 sub groups (n = 6) depending on
the induced osteoporosis and medications used: OVX, and ovariectomized rats fed with
low-calcium and phosphate diet; SHAM - rats subjected to sham surgery and fed with a
balanced diet; ALE - ovariectomized rats fed diet low in calcium and phosphate and
treated with alendronate and RAL - ovariectomized rats fed with a diet low in calcium and
phosphate and treated with raloxifene. Eight days after ovariectomy and sham surgeries
treatment with raloxifene (RAL) or alendronate (ALE) began in two sub groups. After 30
days of administration of medications, a surface treated implant with double acid attack
was installed on each tibia of rats. For immunostaining of osteoprotegerin (OPG), RANKL,
TRAP and osteocalcin (OC), 24 rats were euthanized at 14 and 42 days after implant
placement. The other 24 rats at day 52 after ovariectomy, received intramuscularly 20 mg
/ kg calcein on the 80th day and 20 mg / kg of alizarin red. The animals were sacrificed at
60 days after implant placement. The pieces to immunohistochemistry were embedded in
paraffin, and to confocal microscopy in photopolymerizable resin. The bone area marked
by fluorochromes (calcein and alizarin) was calculated, in the different experimental
groups through the program Image J. The data were submitted to ANOVA 2 factors and to

the statistically significant data, the Tukey test was applied, with p <0.05.
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Results: The peri-implant bone dynamics was statistically higher in SHAM and RAL groups
compared to the other groups, in which both showed higher peri-implant bone area for
alizarin red and lowest for calcein (p <0.05). There was no difference between SHAM and
RAL groups as well as the interactions between ALE and OVX (p> 0.05) for the expressions
of fluorochromes. The immunostaining of OPG and RANKL were similar to RAL and SHAM
groups; OC expression was moderate early (14 days). TRAP was marked intensely at 42
days for the OVX group, and the ALE group was lightly marked at 42 days.

Conclusions: Raloxifene improved dynamic peri-implant bone osteoporotic rats, indicating
its use in the treatment of osteoporosis.

Keywords: osteoporosis, dental implants, alendronate, raloxifene, microscopy.
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2.1 Introdugao

O uso de implantes dentarios para a reabilitacdo dos pacientes parcial ou
totalmente edéntulos promoveu substancial melhora na qualidade de vida dos individuos,
uma vez que a mastigacdo é um fator fundamental para o correto funcionamento do
sistema estomatognatico (Menassa, et al. 2014, Yao, et al. 2014).

O aumento da expectativa de vida da populacdo promoveu o crescimento da
procura de pacientes idosos ao atendimento odontoldgico (Maihofer 2014). A senilidade
associada as alteracdes hormonais, a desnutricdo, a desidratacdo, bem como as doencas
sistémicas que interferem no metabolismo ésseo podem aumentar a falha do tratamento
com implantes ossseointegraveis (Busenlechner, et al. 2014, Chen, et al. 2013). Dentre as
alteragGes sistémicas observadas, a osteoporose é considerada um problema de saude
publica em nivel mundial (Fujiwara, et al. 2014). Conceitualmente, é caracterizada pela
diminuicdo da massa déssea e deteriorizagcdo microestrutural do tecido ésseo (Prestwood &
Kenny 1998). A incidéncia da osteoporose aumenta com a idade e é maior nas mulheres
guando comparado com os homens, devido a deficiéncia de estrégeno no periodo pds-
menopausa (Yoshimura, et al. 2009).

Estudos clinicos prospectivos e ensaios clinicos randomizados evidenciaram menor
taxa de sobrevivéncia dos implantes dentdrios nos pacientes com osteoporose, com
predilecdo pela mandibula, tendo em vista que o arranjo estrutural do tecido ésseo da
maxila permite uma alta taxa de vascularizacdo frente a uma menor densidade 6ssea,
favorecendo a osseointegracdo nessas situacdes (Busenlechner, Furhauser, Haas, Watzek,

Mailath & Pommer 2014, Chen, Liu, Xu, Qu & Lu 2013). Entretanto, os estudos ndo
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apresentam um consenso a este respeito e ainda nao existe um protocolo de tratamento
padronizado para os pacientes com osteoporose e irdo ser reabilitados com os implantes
dentarios.

Atualmente a terapia anti-osteoporose tem sido realizada com medicacbes que
reduzem a taxa de reabsorc¢do, principalmente os bifosfonatos administrados pela via oral
com destaque para o alendronato de sddio (Giro, Coelho, Pereira, Jorgetti, Marcantonio &
Orrico 2011). Outra classe de medicamentos consiste nos moduladores seletivos dos
receptores de estrégeno, sendo o cloridrato de raloxifeno, o Unico medicamento deste
grupo aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos da América
para o tratamento da osteoporose. Sua atuagdo ocorre de maneira seletiva aos receptores
de estrogeno presentes também nos osteoblastos, regulando o mecanismo de reabsor¢ao
em nivel hormonal (Glosel, Kuchler, Watzek & Gruber 2010). O efeito da osteoporose
sobre a dinamica do tecido dsseo é um aspecto de grande relevancia para o sucesso na
resposta de osseointegracao apds a instalacao dos implantes. A acdo destas medicac0es,
interferindo especialmente nas respostas de reabsor¢dao do tecido dsseo pode interferir
de forma positiva na dindmica dssea periimplantar de pacientes portadores desta
interferéncia sistémica.

Com o intuito de acelerar o processo de reparo dsseo na interface osso/implante,
além de favorecer a adesdo de células da linhagem osteoblastica, em especial em ossos
com menor densidade, como ocorre na osteoporose, a engenharia tecidual desenvolveu
modificacGes na topografia dos implantes dentarios, por meio de diversas técnicas de

adicdo ou subtracdo fisico-quimicas (Albrektsson & Wennerberg 2004, Buser, Broggini,
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Wieland, Schenk, Denzer, Cochran, Hoffmann, Lussi & Steinemann 2004, lvanoff, et al.
2001, Tavares, de Oliveira, Nanci, Hawthorne, Rosa & Xavier 2007, Wennerberg &
Albrektsson 2009, Wennerberg & Albrektsson 2011, Xavier, Carvalho, Beloti & Rosa 2003).
Sendo assim, a utilizacdo de implantes com superficies texturizadas tornou-se mandatdria
(Albrektsson & Wennerberg 2004, Wennerberg & Albrektsson 2011).

Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar os mecanismos da dindmica dssea
periimplantar de ratas osteopordticas, tratadas com alendronato de sédio, raloxifeno,
submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM), ou osteopordticas sem tratamento
medicamentoso. Foi hipotetizado que os medicamentos utilizados para o tratamento da
osteoporose (alendronato e raloxifeno) melhorariam o processo de dinamica dssea

periimplantar em comparacao as ratas osteoporéticas nao tratadas.

2.2 Materiais e Métodos
Desenho Experimental

Setenta e duas ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar) com idade entre 50 a 60 dias
e 200g de peso, foram utilizadas neste estudo apds a aprovacdo no comité de ética em
animais (2012-01096). Os animais foram divididos em quatro sub-grupos, como descritos
a seguir: OVX, ratas ovariectomizadas e alimentadas com dieta pobre em célcio e fosfato;
SHAM - ratas submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia e alimentadas com dieta
balanceada; ALE - ratas ovariectomizadas, alimentadas com dieta pobre em calcio e
fosfato e tratadas com alendronato de sédio e, RAL - ratas ovariectomizadas, alimentadas

com dieta pobre em ciélcio e fosfato e tratadas com raloxifeno.
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Durante oito dias as ratas foram submetidas ao estudo do ciclo estral para a
observacdo da regularidade do ciclo (Evans & Long 1922). O dia zero foi considerado
quando da realizacdo das ovariectomias (RAL, ALE e OVX) e cirurgias ficticias de
ovariectomia (SHAM). A partir deste dia, os grupos SHAM continuaram sendo alimentados
com rac¢do balanceada (NUVILAB, Curitiba PR, Brazil) contendo 1.4% Ca e 0.8% P e dgua ad
libitum, enquanto os demais grupos (OVX, RAL e ALE) foram alimentados com racgdo
contendo 0.1% Ca e 0.5%P (RHOSTER Ind. Com., Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e
agua ad libitum.

As medicagbes utilizadas no tratamento da osteoporose (RAL e ALE) foram
administradas diariamente por gavagem, na dose de 1mg/kg/dia para o raloxifeno
(Luvizuto, Dias, Queiroz, Okamoto, Garcia, Okamoto & Dornelles 2010) e 0,1mg/Kg/dia
para o alendronato de sédio (da Paz, de Falco, Teng, dos Reis, Pereira & Jorgetti 2001),
ambas dissolvidas em solugdo aquosa. Estas medicagdes foram administradas por 30 dias
e neste momento foi realizada a cirurgia para instalagdo dos implantes nas tibias das
ratas. Porém as medica¢Bes continuaram a serem administradas até a eutanasia dos
animais.

Oito horas antes da instalagdo dos implantes, as ratas foram mantidas em jejum. A
sedacdo foi realizada por meio da combinacdo quetamina (50mg/kg) pela via
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brazil) e
5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratdrio Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo

Paulo, Brazil). A tricotomia e antissepsia foram realizadas na regido medial da tibia direita
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e esquerda. Foi realizada incisdo de aproximadamente 1,5 cm e divulsao dos tecidos moles
em espessura total até a exposicao das metafises tibiais direita e esquerda.

Um implante de titdnio comercialmente puro apresentando superficie texturizada
por duplo ataque 4cido (Implalife Biotecnologia, Jales, Sdo Paulo, Brazil) foi instalado em
ambas as tibias (direita e esquerda) dos animais. Os implantes possuiam dimensdes de 2.0
mm de didmetro e 4 mm de comprimento e mddulo de rebordo quadrado. A fresagem foi
realizada unicamente com fresa espiral de 1,4mm de didmetro montada em motor
elétrico (BLM 600®; Driller, S3o Paulo, SP, Brasil) a uma velocidade de 1000 rpm, sob
irrigacdo com solugdo isotonica de cloreto de sédio a 0,9% (Fisioldgico®, Laboratérios
Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A instalacdo foi realizada com chave digital
guadrada, manualmente e travamento bicortical.

O fechamento da ferida foi realizado por planos, em que no plano profundo foi
suturado com fio absorvivel (Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo
José dos Campos, Brazil) e com fio monofilamentar (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, S3o José
dos Campos, Brazil), no plano mais externo. No pds-operatdrio imediato os animais
receberam administracdo intramuscular de Pentabidtico (0,1mL/Kg, Fort Dodge Saude
Animal Ltda, Campinas, S3o Paulo, Brasil) com uma dose e Dipirona Sddica (1mg/kg/dia,
Ariston IndUstrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda, Sdo Paulo, Brasil).

A eutandsia dos animais aconteceu de acordo com os periodos das analises
realizadas. Para a andlise imunoistoquimica com cortes descalcificados, 24 ratas (n=6)
foram eutanasiadas aos 14 dias apds a instalacdo dos implantes e 24 ratas (n=6) aos 42

dias apds o mesmo procedimento.
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As demais 24 ratas (n=6) pertencentes a andlise histométrica da dinamica dssea
periimplantar, receberam pela via intramuscular 20 mg/kg do fluorocromo calceina aos 14
dias apds a instalagdo dos implantes. Passados mais 28 dias (42 dias apds a instalacdo dos
implantes), foi administrado vermelho de alizarina, na dose de 20 mg/kg para cada animal.
A eutandsia destes animais foi realizada aos 60 dias apds a instalagdo dos implantes (18

dias apds a administracdo da alizarina).

Processamento das pecas para histometria

As tibias das ratas que foram submetidas a eutanasia aos 60 dias apds a instalacdo
dos implantes, foram designadas para o processamento das pecas sem descalcificacdo.
Para tanto, inicialmente as tibias foram fixadas em paraformaldeido por 48 horas, lavadas
em agua corrente por 24 horas e desidratadas em ordem crescente de dlcoois. Prossegui-
se com a infiltracdo com resina fotopolimerizavel (Technovit 7200VLC, Advanced
Technologies exakt, Norderstedt, Alemanha) e a partir deste momento, os espécimes
foram submetidos ao corte de semi-precisdo em serra (Exakt Tecnologias Avancgadas,
Norderstedt, Alemanha) e reduzidas a uma espessura média de 80 micrOmetros em
polidora automatica (Exakt Tecnologias Avancadas, Norderstedt, Alemanha) com lixas. As
laminas foram montadas com as pecas estabilizadas com éleo mineral.
Microscopia Confocal
Foram obtidos cortes longitudinais na regido de interface osso/implante correspondentes
a terceira, quarta e quinta espiras dos implantes. Estes cortes foram capturados pelo
microscopio a laser confocal Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg,

Alemanha), utilizando uma objetiva de 10X (aumento original 100). Sendo assim, a
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microscopia confocal obteve imagens dos fluorocromos calceina e vermelho de alizarina separadamente e por fim, estas imagens

foram reconstruidas, fornecendo a sobreposicdo dos fluorocromos utilizados (Figuras 1A, 1B e 1C).

Figura 1 — Imagens do osso periimplantar obtidas pela microscopia confocal. (A): drea éssea marcada pela calceina (verde); (B): area dssea

marcada pela alizarina (vermelho) e (C): reconstrucdo de ambas as marcagdes dos fluorocromos (calceina e alizarina).
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Dindmica dssea periimplantar

Para o célculo da drea em pm? dos fluorocromos na regido das espiras dos
implantes, as imagens obtidas pela microscopia confocal foram transportadas para o
programa analisador de imagens (Image J, Software de Processamento e Analise de
Imagens, Ontario, ON, Canada). Por meio da ferramenta “free hands”, a cor fluorescente
verde (calceina) foi selecionada e com a ferramenta “measure”, o programa forneceu a
area correspondente em um?. Posteriormente, a cor vermelha fluorescente (alizarina) foi
também mensurada e assim, foi possivel compreender a dindmica éssea periimplantar em
cada situacao testada. Para todas as imagens, foi padronizada a quarta espira do implante
(espira do meio) para o célculo da area dos fluorocromos.
Andlise estatistica

Os resultados da mensuragdo da drea dos fluorocromos na regido periimplantar
foram submetidos ao teste estatistico no programa Sigmaplot 12.5 Exact Graphs and Data
Analysis (San Jose, California, USA). Aplicou-se o teste ANOVA a 2 fatores (grupos de
osteoporose vs fluorocromos) e, para as interacdes com significancia estatistica, realizou-
se o0 pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de 0,05.
Processamento das pecgas para imunoistoquimica

Apds a eutandsia das ratas, as tibias direita e esquerda foram removidas e
imediatamente fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analiticos,
Dinamica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brazil) durante 48 horas e banhadas em
agua corrente por 24 horas. O proximo passo foi a descalcificacdo em solucdo de EDTA a

18% por 6 semanas, para entdo realizar a remogdo cuidadosa dos implantes por meio da
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rotacdo anti-hordria. Em seguida foi feita a desidratacdo numa sequéncia crescente de
alcodis. A diafanizacdo foi feita com o xilol, a fim de se realizar a inclusdo das pecas em
parafina. O corte das mesmas foi em micrétomo na espessura de 5 um e os cortes
montados em laminas.

As imagens obtidas foram capturadas no microscdpio dptico convencional (Leica
Aristoplan Microsystems Leitz, Benshein, Alemanha), acoplado a uma camera de captura
de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e conectado a
um microcomputador.

Para a realizagdo das imunomarcagdes foi utilizada a técnica indireta com o
método de deteccdo por imunoperoxidase. Os bloqueios de reag¢des inespecificas foram
realizados através da inativacdo da peroxidase enddgena, através de perdxido de
hidrogénio (Merck) 3%, a albumina bovina (Sigma) 1% e o leite em p6 desnatado a 20%.
As laminas passaram pela etapa de recuperacdo antigénica com tampao fosfato citrato
(pH 6.0) na presenca de calor umido. Os anticorpos primarios utilizados foram contra
TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato), OPG (osteoprotegerina), RANKL (ativador
do receptor do fator nuclear kappa-B ligante), osteocalcina (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA). Estas proteinas foram escolhidas com o intuito de analisar as
respostas celulares quanto ao processo de reabsorcdo dssea (TRAP), remodelacdo (OPG e
RANKL), e mineralizacdo (osteocalcina).

Como anticorpo secundario foi utilizado o biotinilado anti-cabra produzido em
coelho (Pierce Biotechnology, Rockford, IL USA), o amplificador sera a Streptavidina e

Biotina (Dako, Glostrup, Denmark) e a diaminobenzidina (Dako, Glostrup, Denmark) como
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cromoégeno. Ao término da reacdo imunoistoquimica, foi realizada a contra-coloracao pela
hematoxilina de Harris.

As marcacbes foram avaliadas através de andlise qualitativa ordinal, onde
diferentes “escores” foram atribuidos (Luvizuto, Dias, Okamoto, Dornelles & Okamoto
2011)de acordo com a presenca de células imunomarcadas na regido do processo de
reparo 0sseo periimplantar. A analise foi realizada em microscépio éptico (LeicaR DMLB,
Heerbrugg, Switzerland) e os escores atribuidos representaram: marca¢do leve (1),
marcacao moderada (2) e marcagdo intensa (3), sendo que o aumento na graduagdo dos
escores ocorreu de acordo com o aumento da drea contendo células positivamente
marcadas pela diaminobenzidina. O analisador foi submetido ao teste Kappa onde o indice
acima de 0,8 foi obtido, mostrando que os escores observados foram consistentes. O
controle negativo foi realizado substituindo o anticorpo primdrio pelo soro da espécie
hospedeira do anticorpo primdrio. As reacdes imunoistoquimicas foram realizadas aos 14
e 42 dias, nos periodos de eutandsia das ratas, exceto para a TRAP, a qual foi realizada

somente aos 42 dias.

2.3 Resultados
Dindmica éssea periimplantar

A representacao do turnover ésseo periimplantar pode ser observada nas figuras
2A, 2B, 2C e 2D. A precipitacdo de calcio na matriz organica evidenciou a marcacdo da
fluorescéncia, tanto pela calceina (coloracdo esverdeada), quanto pela alizarina (coloracdo
vermelha). As linhas fluorescentes verdes mostram expressdo de osso antigo, enquanto as

linhas vermelhas de osso novo.
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Figura 2 — Marcagdo das linhas fluorescentes na matriz de calcio pela calceina (verde) e alizarina
(vermelho), evidenciando a dindmica do osso periimplantar dos grupos experimentais: (A) —

SHAM; (B) — OVX; (C) — ALE e (D) — RAL.
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A quantificacdo da taxa de calceina/alizarina (osso antigo/osso novo), por meio do

teste estatistico ANOVA a 2 fatores, evidenciou que todas as interacdes entre os grupos

de osteoporose vs fluorocromos mostraram significancia estatistica (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de p nas interacdes osteoporose vs fluorocromos pelo teste ANOVA

Fator de Variacao

Valores de p

Grupos de osteoporose
Fluorocromos (vermelho de alizarina ou calceina)

Osteoporose vs fluororomos

0,002

<0,001

<0,001

A andlise intragrupos mostrou diferenga estatisticamente significante entre as

expressdes de calceina e alizarina (p<0,001, Teste Tukey), sempre com menores valores

para a calceina e maiores valores para o vermelho de alizarina (Figura 3).

A maior taxa de renovacgao dssea periimplantar foi observada nos grupos SHAM e

RAL, os quais apresentaram altos valores de alizarina em detrimento da calceina. Estes

grupos ndo evidenciaram diferencgas estatisticas, tanto para a calceina (p=0,376, Teste

Tukey) como para a alizarina (p=0,728, Teste Tukey). As interagdes entre os grupos OVX e

ALE também ndo mostraram significancia estatistica (calceina — p=0,445; alizarina —

p=3,673, Teste Tukey), possuindo as menores taxas de renovacdo 6ssea. As demais

comparacdes (OVX vs RAL, RAL vs ALE, SHAM vs OVX e SHAM vs ALE) apresentaram

diferencas estatisticamente significantes (p<0,05, Teste Tukey) (Figura 4).
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Resultados da Imunomarcacdo (andlise imunoistoquimica)

Os escores das imunomarcagées podem ser visualizados na tabela 2. A analise das
imunomarcagdes mostrou a presencga das proteinas estudadas no tecido dsseo formado
junto aos implantes instalados. Foi avaliada a presenca da osteoprotegerina (OPG) (Figura
5) e RANKL (Figura 6), com o intuito de caracterizar a taxa de remodelagdao do tecido
dsseo, a osteocalcina, caracterizando a taxa de mineralizacdo e a maturidade do tecido
6sseo formado e a TRAP, avaliada apenas no periodo de 42 dias, caracterizando a
presencga de osteoclastos em atividade de reabsorgao do tecido ésseo analisado (Figura 7).

A OPG e RANKL fazem parte da familia dos novos membros do fator de necrose
tumoral e participam da sinalizacdo das respostas celulares envolvidas na remodelacdo
Ossea. A expressdo da OPG em comparacdo a RANKL podem evidenciar uma resposta
tecidual tendendo para formacdo Ossea (predominio da OPG), reabsorcdo Ossea
(predominio da RANKL) ou o equilibrio na taxa de remodelacdo dssea (taxas iguais de OPG
e RANKL).

Nos grupos experimentais estudados observou-se que a marca¢ao positiva para
OPG, apresentou o escore leve (1) aos 14 e 42 dias no grupo SHAM. J4 a RANKL neste
mesmo grupo apresentou escore moderado a intenso (2 a 3), tanto aos 14 como aos 42
dias. Nos grupos ALE e RAL, tanto para OPG quanto para RANKL apresentaram-se com
escore moderado (2). Tanto OPG quanto RANKL apresentaram células da linhagem
osteoblastica marcadas positivamente. Discreta marcagdo positiva para a OPG foi
observada também na matriz extracelular do tecido dsseo, considerando a dindmica desta

proteina classificada como um receptor solivel e que apds a sua sintese pelos
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osteoblastos atravessa a membrana plasmatica atuando no ambiente extracelular
(Simonet, et al. 1997) (Figuras 5 e 6).

A osteocalcina é a principal proteina ndo coldgena da matriz extracelular do tecido
dsseo, caracterizando a etapa da mineralizacdo do tecido dsseo, bem como o seu estagio
de maturidade. Nos grupos estudados, mostrou-se com escore moderado (2) aos 14 e 42
dias no grupo SHAM. No grupo OVX também mostrou-se moderada (2). Ja no grupo ALE
apresentou-se moderada aos 14 dias e leve aos 42 dias. O raloxifeno mostrou um padrao
de resposta inversa, apresentando-se leve aos 14 e moderado aos 42 dias. A marcac¢ao da
osteocalcina mostrou-se presente nas células da linhagem osteobldstica, bem como
precipitada na matriz extracelular do tecido dsseo (Figura 8).

A TRAP é uma enzima que caracteriza os osteoclastos em atividade de reabsorc¢ao
no tecido dsseo. Aos 42 dias, a TRAP mostrou-se moderada (2) no grupo SHAM e intensa
no grupo OVX (3). No grupo Ale foi observada marcacado leve para TRAP (1) e no grupo

RAL, semelhante ao grupo SHAM, foi observada marcacdo moderada (2) (Figura 7).
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Tabela 2 — Escores das imunomarcacées das proteinas OPG, RANKL, OC e TRAP para os

grupos experimentais (SHAM, OVX, ALE e RAL) aos 14 e 42 dias.

Grupos/Periodo de analise Escore das proteinas imunomarcadas
OPG RANKL ocC TRAP

SHAM 14dias 1 2-3 2 -

SHAM 42dias 1 2-3 2 2

OVX 14dias 2 3 2 -

OVX 42dias 1 2 2 3

ALE 14dias 2 2 2 -

ALE 42dias 2 2 1 1

RAL 14dias 2 2 1 -

RAL 42dias 2 2 2 2
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OPG 14 dias

OPG 42 dias

Figura 5 — Imunomarcacées de osteoprotegerina (OPG) aos 14 e 42 dias dos grupos de osteoporose (SHAM, OVX, ALE e RAL). Setas
indicando a intensidade da marcac¢do (14 dias: SHAM (1), OVX (2), ALE (2) e RAL (2); 42 dias: SHAM (1), OVX (1), ALE (2) e RAL (2)).
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RANKL 14 dias

RANKL 42 dias

Figura 6 — ImunomarcacGes de RANKL aos 14 e 42 dias dos grupos de osteoporose (SHAM, OVX, ALE e RAL). Setas indicando a
intensidade da marcacdo (14 dias: SHAM (2-3), OVX (3), ALE (2) e RAL (2); 42 dias: SHAM (2-3), OVX (2), ALE (2) e RAL (2)).
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SHAM

TRAP 42 dias

Figura 7 — Imunomarcacdes de TRAP aos 42 dias dos grupos de osteoporose (SHAM, OVX, ALE e RAL). Setas indicando a intensidade
da marcac¢do (SHAM (2), OVX (3), ALE (1) e RAL (2)).
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OC 14 dias

0OC 42 dias

Figura 8 — Imunomarcacdes de osteocalcina (OC) aos 14 e 42 dias dos grupos de osteoporose (SHAM, OVX, ALE e RAL). Setas
indicando a intensidade da marcac¢do (14 dias: SHAM (2), OVX (2), ALE (2) e RAL (1); 42 dias: SHAM (2), OVX (2), ALE (1) e RAL (2)).
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2.4 Discussao

A hipdtese dos autores que tanto o alendronato de sédio como o raloxifeno iriam
melhorar a dindmica dssea periimplantar em ratas osteopordticas foi parcialmente aceita.
Isso porque o turnover 6sseo das ratas tratadas com raloxifeno (RAL) superior as ratas
osteopordticas ndo tratadas (p<0,05, teste Tukey) e, foi similar quando comparado as
ratas SHAM (p>0,05). Em contrapartida, o alendronato ndo foi capaz de reverter a
osteoporose induzida no que diz respeito a taxa de remodelagdo dssea, tendo em vista
que apresentou resultados sem diferencas estatisticas quando comparados as ratas
osteoporéticas nao tratadas (OVX) (p>0,05).

Ficou evidente que o raloxifeno foi capaz de reverter a osteoporose induzida. A
acdo seletiva nos receptores de estrogeno promoveu uma ativacdo das Unidades
Multicelulares Bdsicas (BMUs), permitindo que o processo de reabsorgdo acontecesse,
mas fosse compensado pela formacdo de novo osso, o que pode ser observado pela
reducdo significativa da presenca da calceina (que representa o osso antigo) e o aumento
significativo da alizarina (p<0,05), que representa o novo osso formado, mostrando que o
turnover dsseo ocorreu de maneira satisfatdria. Esta resposta também foi observada nas
ratas SHAM, mostrando que a resposta do metabolismo &sseo observada apds a
administracdo de raloxifeno foi semelhante as respostas esperadas em condi¢cOes de
homeostasia. Estes resultados também foram confirmados pelas imunomarcacbes das
proteinas de forma bastante similar entre estes grupos (SHAM e RAL), tanto nos
parametros de formacdo de tecido dsseo (OPG, OC) e maturacdo dssea (OC), quanto nos

parametros de reabsorcdao (RANKL e TRAP).
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Apesar da remodelacdo do tecido dsseo mostrar-se equilibrada, por meio das
expressdes de OPG e RANKL nos grupos SHAM e RAL, vale destacar que a OPG é uma
proteina soluvel (Simonet, Lacey, Dunstan, Kelley, Chang, Luthy, Nguyen, Wooden,
Bennett, Boone, Shimamoto, DeRose, Elliott, Colombero, Tan, Trail, Sullivan, Davy, Bucay,
Renshaw-Gegg, Hughes, Hill, Pattison, Campbell, Sander, Van, Tarpley, Derby, Lee & Boyle
1997), o que a torna bastante dificil de ser expressa durante as reagdes de
imunoistoquimica. Portanto, foi observado predominio da RANKL em rela¢do a OPG. Desta
feita, o fato desta proteina apresentar maior escore em funcdo do alendronato e
raloxifeno, esclarece que as medica¢bes utilizadas tem algum efeito sobre a
disponibilizacdo desta proteina para o meio extracelular e mesmo para a sua sintese na
magquinaria intracelular. J4 em relacdo ao aumento expressivo da RANKL e TRAP para o
grupo OVX, reafirma a maior osteoclastogénese nesta desordem sistémica (Luvizuto,
Queiroz, Dias, Okamoto, Dornelles, Garcia & Okamoto 2010).

Investigagdes clinicas, in vivo e in vitro analisaram o efeito do raloxifeno no sistema
imunolégico e em marcadores bioquimicos de remodelacdo dssea, mostrando que esta
medicacdo ndo afetou negativamente o sistema imune, ativou a via Wnt e foi capaz de
aumentar o nivel sérico de OPG em humanos (Bodine 2008, Bodine & Komm 2006, Chen,
et al. 2007, Galli, et al. 2012, Issack, et al. 2008, Pineda, et al. 2012, Rogers, et al. 2007,
Thorfve, et al. 2014). Estes estudos corroboram com os resultados do presente estudo no
que se refere ao papel deste medicamento como anti-reabsortivo e na melhora da taxa de
remodelacdo do tecido ésseo periimplantar em ratas osteopordticas. Vale destacar que o

raloxifeno promove a ativacdo da via Wnt/B-catenina, importante cascata sinalizadora que
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culmina com a diferenciacdo osteoblastica e formacdo dssea, além disso, foi provado que
a B-catenina induz a expressdao de OPG auxiliando na remodelacdo e maturacdo dssea
(Issack, Helfet & Lane 2008, Pineda, Hermenegildo, Tarin, Cano & Garcia-Perez 2012).

Analises histomorfométricas e imunoistoquimicas (expressdao de osteocalcina) do
reparo alveolar de ratas ovariectomizadas e tratadas com raloxifeno também mostraram
superioridade do raloxifene oem comparagao aos grupos controles (OVX e SHAM) e em
ratas tratadas com reposicdo de estrégeno (Luvizuto, Dias, Queiroz, Okamoto, Garcia,
Okamoto & Dornelles 2010, Luvizuto, Dias, Okamoto, Dornelles & Okamoto 2011), o que
também estd de acordo com a dinamica dssea periimplantar deste estudo. A
imunomarcac¢ao de osteocalcina por mais que tenha se mostrado presente em todos os
periodos analisados e em todos os grupos experimentais, foi expressa precocemente (14
dias) nos grupos SHAM, ALE e RAL. Manteve sua imunomarcagdao somente nos grupos
SHAM e RAL e, levemente expressa no grupo OVX, corroborando com os estudos
anteriormente citados e da superioridade do raloxifeno em relacdo aos demais grupos.

Em relagdo ao tratamento da osteoporose induzida com o alendronato de sdédio,
foi possivel observar sua potente acdo anti-reabsortiva, por meio da maior expressao de
calceina quando comparada aos grupos SHAM e RAL (p<0,05), indicando maior
guantidade de osso antigo. E houve menor renovacdo éssea neste grupo (ALE) e de forma
semelhante ao grupo OVX. Este achado mostra que este medicamento além da ac¢do anti-
osteoclastogénese, diminui o turnover 6sseo, o qual implica provavelmente na falha de
implantes no longo prazo. Portanto, estudos futuros deverao avaliar esta situacdo com os

implantes sendo submetidos ao carregamento imediato, por meio da indugdo
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transcutanea de micromovimentos aos implantes instalados em tibias de ratas (Wazen,
Currey, Guo, Brunski, Helms & Nanci 2013).

Outro fator bastante importante a ser ressaltado com os resultados do grupo ALE é
a provavel explicacdo da relacdo do alendronato com a osteonecrose dos maxilares
(Petropoulos, et al. 2014, Ruggiero, Dodson, Assael, Landesberg, Marx & Mehrotra 2009).
Isso porque durante toda a vida, o esqueleto humano esta constantemente em processo
de remodelagdo dssea, tanto pelas altera¢des sistémicas, hormonais ou pelos traumas
fisiolégicos ou reparacionais (Okada & Tanaka 2014). Os autores deste trabalho acreditam
que no caso do osso periimplantar, em razao dos microtraumas que ocorrem no longo
prazo, pela prépria carga oclusal e pela diminuicdo significativa do balanco
reabsor¢do/neoformacdo déssea observada com o alendronato, a osteonecrose torna-se
mais propensa de ocorrer, independente do periodo do tratamento reabilitador, antes ou
apos a instalacdo dos implantes. Sendo assim, muito provavelmente esta medicacdo
deverad ser desautorizada para o tratamento de pacientes osteoporéticos.

A literatura relaciona maior taxa de falha dos implantes dentdrios nos pacientes
com osteoporose, quando comparada aos pacientes sem alteracdes na densidade dssea,
porém ndo hd diferencas estatisticamente significantes (Busenlechner, Furhauser, Haas,
Watzek, Mailath & Pommer 2014, Chen, Liu, Xu, Qu & Lu 2013). Entretanto, os estudos
clinicos avaliaram uma porcentagem pequena de pacientes com osteoporose, o que
provavelmente pode ter influenciado neste resultado. Estudos futuros deverao

acompanhar maior nimero destes pacientes, inclusive com as medica¢des utilizadas para
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o tratamento da osteoporose, tais como o raloxifeno, para o estabelecimento de um
tratamento padronizado a estes pacientes.

Portanto, conclui-se que:

1 - o raloxifeno melhorou a dindmica éssea periimplantar de ratas osteopordticas,
indicando-se sua utilizacdo no tratamento da osteoporose.

2 - o alendronato ndo ocasionou uma dinamica dssea interessante, pela tendéncia
de diminuir a renovacgao do tecido ésseo, confirmado pela maior quantidade de calceina e

baixa expressdao de TRAP.
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- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click
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- 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'.
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3.4. Blinded Review
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of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer
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is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names
should be used instead of proprietary names. If a proprietary name is used, it must be
attached when the term is first used.

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

appropriate.

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

purposes.

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

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

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

Results and Discussion.
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Introduction: Summarise the rationale and purpose of the study, giving only strictly
pertinent references. Do not review existing literature extensively. State clearly the
working hypothesis.

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

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

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

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

material and methods, etc., but should have an abstract.

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

conclusions. Sources of financial support should be acknowledged.

5.3. References

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

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the
recommendations in Units, symbols and abbreviations: a guide for biological and medical
editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of Medicine.

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

c) Author's names should be arranged thus: Daniels, J.A., Kelly, R.A. & Til, T.C.
Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names when
repeated in the next reference are always spelled out in full.

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).

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

f) The journal title should be written in full, italicised, and followed by volume number in
bold type, and page numbers.

Examples:

Tonetti, M. S., Schmid, J., Himmerle,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 Reference Manager for reference management
and formatting. 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.
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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. lllustrations
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-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.

Further information can be obtained at Wiley-Blackwell’s guidelines for figures:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting it:

http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

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
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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 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



124

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.



