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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar, comparativéme aspectos relacionados a
osseointegracdo de implantes de titanio, instaladose sem a aplicacédo topica de um
bisfosfonato, ap6s 04 semanasvivo. O estudo compreendeu a colocacdo de 50
implantes de titanio cp. no terco médio da tibial@ecoelhos, sendo a tibia direita
usada como controle e a esquerda como teste. Npo greste procedeu-se a
administracdo local de gel de alendronato de sédmm grupo controle foi utilizada
solucao salina estérihpos a eutanasia, 10 implantes de cada grupo fdestinados a
andlise de torque maximo de remocdo. O restantantastra foi processada para
obtencéo de laminas nao descalcificadas de aprdaimente 30um de espessura, onde
foram realizadas analises histomorfolégica e histbométrica de contato 0sso-
implante (%BIC). Os dados foram analisados comIndeesignificancia de 5%. Os
valores de torque maximo de remocao do grupo festen, em média, metade dos
valores do grupo controle. O grupo teste demonstranor %BIC, bem como
alteracdes notaveis em qualidade o6ssea. Conclujtse 0s eventos iniciais de
osseointegracao de implantes de titdnio ndo sawdenos pela aplicacéo local de gel

de alendronato de sodio em coelhos.

Palavras-chave: Difosfonatos. Osseointegracdo. Relagfo Ossea. Implantes

Dentérios.
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ABSTRACT

The aim of this study was to make a comparativdyaisaof aspects related to the
osseointegration of titanium implants placed witid avithout local application of a
bisphosphonate, after 4 weels,vivo. The study comprised the placement of 50 cp.
titanium implants in the middle third of the til& 10 rabbits, with the right tibia being
used as control, and the left as test site. Indhtgroup, local administration of sodium
alendronate gel was instituted, and in the comrolp, sterile saline solution was used.
After euthanasia, 10 implants from each group waralyzed for maximum removal
torque. The remainder of the sample was processebtain non decalcified slides with
approximately 30um thick, in which histomorpholaicand histomorphometric
analyses of bone-implant contact (%BIC) were pentx. Data were analyzed at a
level of significance of 5%. The removal torquetloé test group, on an average, were
half of the values obtained in the control grougheTtest group showed lower
percentage of BIC, and notable changes in bonetguidwas concluded that the initial
events of osseointegration of titanium implantsrasefavored by the local application

of sodium alendronate gel in rabbits.

Keywords: Diphosphonates. Osseointegration. Bomodeling. Dental Implants.
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1. INTRODUCAO




25

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a busca pela reposicdo desdeetdidos através da
terapia com implantes dentarios e proteses sobrplames tem crescido
consideravelmente. Isto se deve, entre outras saadefato de que o edentulismo, seja
parcial ou total, € uma condicdo bucal que afedadg parte das pessoas de faixa etaria
mais avancada, parcela da populacédo que mais eresnendo (MULLER, 2014). Tais
pacientes apresentam um perfil de qualidade e igiaalet 6ssea, muitas vezes, afetado
por doencas sistémicas, como diabetes e osteopalese de apresentarem menor
potencial de regeneracdo 0ssea, fatores que poodetmbair para taxas reduzidas de
sucesso ha terapia com implantes osseointegraV&88/HLAR et al, 1997). Em
contrapartida, o desejo de atingir-se osseointégratais rapidamente € comum tanto
aos profissionais de saude quanto aos pacientes/amio pesquisas que busquem
melhorias no desenvolvimento de materiais e tésnietacionados a otimizacdo do

processo de remodelacdo 0ssea ao redor de imptasesintegraveis.

Durante a cirurgia de instalacdo de implantegaséo sobre a aplicacdo ou nao
de carga imediata é determinada, entre outros @spgmela estabilidade primaria do
implante ao tecido 6sseo. Nos casos em que nacthhbilelade primaria durante a
instalacdo do implante dentario, recomenda-se queftssional aguarde o periodo de
osseointegracao sem aplicacdo de carga funcioegljrglo protocolo de duas etapas
cirirgicas (MISCH e WANG, 2003). Assim, é nesseatenque se torna importante a
aceleracdo no processo de osseointegracdo, a fqnedenenos tempo seja necessario
entre a cirurgia de instalacdo de implantes e heraaa para conexdo dos pilares

protéticos.
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O interesse pelo uso dos bisfosfonatos como kdoladores ésseos em
Implantodontia, surgiu pela conhecida habilidadgelé&rmaco em inibir a atividade de
osteoclastos, motivo pelo qual é amplamente utiizao tratamento de doencas
caracterizadas pelo excesso de reabsor¢cdo Ossen asigoporose, hipercalcemia e
metastases 6sseas (MUNDY e YONEDA, 1998). Alémadlisabe-se que um efeito na
formacao Ossea peri-implantar também pode seraspgoromovendo uma redugdo no
turnover 6sseo consideravelmente (ALLGROVE, 1997). Estudogerem que o0s
bisfosfonatos podem ter uma influéncia positivaforanacdo e remodelacdo éssea e
consequente melhora na fixagdo de implantes odegadveis em humanos (ABTAHI,

TENGVALL e ASPENBERG, 2010; ABTAHI, TENGVALL E ASPEBERG, 2012).

Em fungcdo dos severos efeitos colaterais que osigémico desta droga
provoca (DE GROENet al 1996; BEDOGNIet al 2010; GOSSet al 2010;
LAZAROVICI et al 2010; VOHRAet al, 2014), os estudos tém voltado sua atencao
para o desenvolvimento de métodos de entregadiest¢ farmaco no sitio de interesse
(PETERet al, 2005; JAKOBSENEet al, 2009; Llet al 2013; HARMANKAYA et al,
2013; BOBYNet al, 2014). A intencéo é que o bisfosfonato influerpositivamente a
remodelacdo do tecido 6sseo adjacente ao implaeie, promover efeitos colaterais
sistémicos indesejados. Nesse sentido, tem sigmgt@ a imobilizacdo do bisfosfonato
na superficie do implante como forma de entregal ldo farmaco (YOSHINAREt al,
2001; LEEet al, 2011; MOONet al, 2012; GUIMARAESet al, 2013; STADLINGER
et al 2013) . Entretanto, essa imobilizacdo necessiEtas vezes, de uma metodologia
complexa e equipamentos sofisticados para serzaeali A aplicacdo direta do
bisfosfonato no alvéolo cirargico, imediatamenteearda insercdo do implante, parece

ser um procedimento mais simples e pratico, ma8, agjora, pouco testado
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(SKOGLUND, HOLMERTZ e ASPENBERG, 2004; JAKOBSEMt al 2007,

JAKOBSENEet al, 2009; CUAIRANet al, 2014)

Assim, o0 objetivo deste trabalho € propor a apéioapcal de um bisfosfonato
(alendronato de sodio) em forma de gel, diretamentalvéolo cirdrgico e avaliar,
comparativamente, aspectos relacionados a ossgwigi® de implantes de titanio

instalados imediatamente apds essa aplicagaoyo.
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2. PROPOSICAO

2.1 Problema
Dentro do contexto atual explicitado, surge o qaeamento: a osseointegracao

de implantes de titanio é favorecida pela aplicdgéal de um gel de bisfosfonato?

2.2 Hipoteses nulas

Duas hipoteses nulas foram testadas:

1) Nao ha diferenca no torque de remocdo de implaagseointegraveis
instalados com e sem a aplicacéo local de um galleshelronato de sédio;

2) Nado ha diferenca na porcentagem de contato osdasitep quando

instalados com e sem aplicagdo local de um gellesheli@nato de sédio.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 BISFOSFONATOS

Os bisfosfonatos sdo compostos farmacologicamsimgples, considerados
analogos dos pirofosfatos por possuirem uma estrdtisforo-carbono-fésforo, em
comparacdo com a estrutura fosforo-oxigénio-fésfitmopirofosfato. Uma vez que o
pirofosfato sofre rapida degradagédo enzimaticangarasmo, o bisfosfonato funciona
como um andlogo resistente a essa degradacéo dapgar a mesma funcéo frente ao

tecido 0sseo: controle dos mecanismos de reabsoss@a (FLEISCH, 1998).

O termo “bisfosfonato” é derivado de sua estrufarmacoldgica, a qual possui
dois grupos fosfato (P{covalentes ligados a um carbono central. A ag@uP-C-P do
bisfosfonato tem uma grande afinidade por hidrcaditgs e ions de célcio. Além dos
grupamentos fosfato, ligada ao carbono existe uadaia quimica curta, responsavel
pela ligacdo do farmaco ao tecido 6sseo. Tambéudigo carbono, existe uma cadeia
quimica longa, que determina as propriedades qagnacmodo de acdo e a poténcia do

bisfosfonato (OTOMO-CORGEL, 2007).

Tais compostos funcionam como potentes inibiddeeseabsorcdo 0ssea e tém
um largo uso no tratamento de uma variedade decdseztom excesso de reabsorcéo
0ssea, como metastase 0ssea, hipercalcemia, asteegodoenca de Paget (MUNDY e
YONEDA, 1998). Quando administrados oral ou paraeente, eles sdo absorvidos
por cristais de hidroxiapatita no mineral 6sseairea vez que sua estrutura os torna
resistentes a degradacdo enzimatica, eles atuamipalimente inibindo a reabsorcéo
0ssea, embora algum efeito na formacao 0ssea tamadéocorrer. O efeito em rede é
promover acumulagdo mineral no 0sso enquanto, anmé&émpo, promover a reducao

doturnoverdosseo consideravelmente (ALLGROVE, 1997).
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Um estudo afirma que os bisfosfonatos sdo sefatimée incorporados pelos
osteoclastos na matriz 6ssea contendo hidroxiapatém varios efeitos diretos a nivel
celular. Eles inibem o recrutamento e diferenciatg@precursores de osteoclastos, além
de inibir a atividade de reabsorcdo dos osteodastaduros. Somado a isso, 0S
bisfosfonatos induzem a apoptose de macréfagoseeasstos maduros. E afirmado
que osteoclastos que sofrem influéncia de bisfedéen mostram mudancas
morfoldgicas, tais como deficiéncia da borda deoatd® ou dilaceracdo do anel de

actina (MURAKAMI et al, 1995).

Evidéncias tém demonstrado que alguns efeitos edesompostos nos
osteoclastos sdo mediados diretamente via ostéodlafais efeitos indiretos nos
osteoclastos parecem ter a ver com a secrecadatesfgpelos osteoblastos, como a
interleucina-6, que regulam a diferenciacdo e efivade osteoclastos (VITTE,
FLEISCH e GUENTHER, 1996). Além disso, bisfosfosattém demonstrado
capacidade de aumentar a proliferacéo, diferenziacatividade 6sseo-formadora de
osteoblastos diretamente. Assim, tais estudos emgegue os bisfosfonatos afetam o
metabolismo 0sseo através de osteoclastos e attmbl(GARCIA-MERCOet al,

1998).

Atualmente, € considerado que as propriedadesiligdo da reabsor¢do 0ssea
por parte dos bisfosfonatos agem nos osteoclastosdpis mecanismos que Sao
dependentes da presenca de nitrogénio na cadeiscquionga ligada ao carbono.
Assim, os bisfosfonatos séo classificados em dwoigay com diferentes mecanismos de
acao: (1) os bisfosfonatos nitrogenados e (2) ositéogenados. Os bisfosfonatos que
nao tém o nitrogénio presente em sua estruturdrgeato, clodronato e tiludronato)
inativam analogos nao-hidrolizaveis de ATP, querfetem na energia celular dos

osteoclastos, induzindo sua apoptose. Os bisfasf®naais potentes, que contém
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nitrogénio em sua estrutura (pamidronato, alendeopnégandronato, risedronato e
zoledronato), agem por quatro mecanismos distifiysnativando o ATP; (2) inibindo
a sintese de farnesildifosfonato (parte do mecanidm mevalonato na sintese do
colesterol), resultando em desestruturacao cit@sigl do osteoclasto, desregulamento
do transporte intracelular e inibicdo da prolif@@ccelular; (3) reduzindo o
recrutamento de osteoclastos e (4) induzindo augéam por parte dos osteoblastos de

uma enzima de inibicdo da reabsor¢édo 6ssea (OTORREEL, 2007).

A afinidade de um bisfosfonato pelo tecido 6ssaxege ser relacionada a sua
estrutura quimica, uma vez que os bisfosfonatesggehados demonstraram apresentar
uma capacidade de inibicdo da dissolucdo minera$ rwate. Tais diferencas na
afinidade pela hidroxiapatita parecem influenciar tempo necesséario para que a
reabsorcdo Ossea deixe de ser afetada pela acabisdosfonatos mesmo apos a

interrupcao da terapia com essa droga (NANCOLIEAS 2006).

3.2 BISFOSFONATOS E OSSEOINTEGRACAO

Um dos primeiros estudos a pesquisar a influédeibisfosfonatos nos eventos
relacionados a osseointegracao foi o de Yoshinawlaboradores (2001). Nesse estudo,
os autores modificaram a superficie de placastédeidicom a implantacdo de ions de
calcio e imobilizacdo de pamidronato. Nessas pJadasam cultivadas células
osteoblasticas e avaliada a atividade de fosfatfts#ina dessas células. Os autores
demonstraram que o bisfosfonato nédo teve efeitcddsobre os osteoblastos e, ainda,
concluiram que tal superficie oferece um micro-amig favoravel ao crescimento

celular, com habilidades osteogénicas.
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O mesmo grupo de pesquisa avaliou a resposta asseglantes de titanio
cobertos com fosfato de célcio e modificados pembilizacdo de pamidronato,
instalados em cachorros. A maior porcentagem d&atmnsso-implante foi encontrada
em implantes modificados pela presenca de bisfagforapés 12 semanas de

implantacédo, comparados ao grupo controle (YOSHIN&tRl, 2002).

Mais tarde, Goto e colaboadores (2003) avaliararapacidade de osteoblastos
formarem nddulos calcificados sobre diferentes digies de titanio. Dentre essas
superficies estavam titanio puro, impregnado paos ide célcio, e modificado pela
imobilizagdo de dois bisfosfonatos em diferentesceatragdes — pamidronato e
incadronato. Os autores encontraram resultadosoguezes melhores no grupo teste do
pamidronato em comparagao com o controle titdnro,moncluindo que o bisfosfonato
pode ser uma alternativa util na estimulagdo dmdgéo de tecido mineralizado em

implantes de titanio.

Em estudo de Skoglund, Holmertz e Aspenberg (20ftam avaliados os
efeitos da administracédo sistémica e da aplicagéal lde ibandronato na fixacdo de
implantes de aco inoxidavel em ratos. A adminigibagistémica se dava através de
injecdo subcutanea diaria de ibandronato, enqueaficacao topica deu-se através da
injecdo de 0,1ml de ibandronato na loja cirdrgintes da insercdo do implante. Os
resultados revelaram que a aplicacédo sistémicardomem 30% a forca necessaria
para arrancar o implante. A administracéo localentou em 60% a forca de torque de
remocao, e em 68% a forca necessaria para giraplamte em % de volta. Os autores
concluiram que o bisfosfonato administrado de fosmséémica ou local pode ser de

grande valia no aumento da fixagdo de implantesstayios iniciais de cicatrizagao.
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Em 2005, Kajiwara e colaboradores analisaram atglele de tecido 0sseo
novo formado ao redor de implantes com superfiaeifitada pela imobilizacdo de
pamidronato, em tibias de ratos. Apds quatro sespdimauve significativamente mais
neoformacdo déssea ao redor dos implantes modicadon bisfosfonato do que
naqueles que ndo receberam esse tratamento, gaildncue essa superficie estimula
a formacédo Ossea ao redor do implante, podendeilmaintpara a aumento no sucesso

com essa terapia.

Jakobsere colaboradore@006) também avaliaram o efeito da aplicagédo #pic
de alendronato na fixagdo de implantes, mas comicgcirirgica de compactacao
O0ssea. Os autores encontraram um aumento no cargsdeimplante e na densidade
total 6ssea ao redor dos implantes no grupo tratanobisfosfonato, mas relataram que
esse aumento aconteceu basicamente as expensssodefio-vital, o que atribuem ao
efeito inibidor de osteoclastos que o bisfosformissui. Os autores sugerem periodos
mais longos de observacao para avaliar se o gedgervativo do alendronato sobre

0Sso nao-vital poderia aumentar a fixagédo de intgsapor osteoconducéo.

Avaliando a influéncia da administracdo sistémida alendronato na
osseointegracao de implantes de titanio instaladosoelhos, Chacon e colaboradores
(2006) nao encontraram diferenca estatistica rquéode remocao entre 0s grupos teste
e controle. Os autores concluiram que a admin&rade doses de alendronato via oral
nao teve efeito significativo nos valores de torgigeremocao seis semanas apos a

instalacao dos implantes.

Eberhardt e colaboradores (2007) conduziram unmespré-clinico em ratos
para avaliar se o ibandronato poderia aceleraocegso de osseointegracéo, resultando

em estabilidade secundéaria mais precoce. Para, tastoanimais do grupo teste
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receberam injecdes subcutaneas de ibandronatoferandes concentracdes durante os
periodos pds-operatdrios analisados. Os resuliadasaram que o grupo que recebeu
doses mais altas de ibandronato teve o tempo remegsara a osseointegracdo
reduzido em 60% se comparado com 0 grupo contipligetanto, para oS grupos que
receberam baixas doses, ndo houve aceleracao elasintegragdo em comparagao ao
grupo controle. Os autores concluiram que um trat@oncontinuo com 5ug/kg por dia
de ibandronato pode ser um potente aceleradorsgminsegracéo e, consequentemente,

estabilidade secundaria mais precoce pode seraglsper

Aspenberg e colaboradores (2008) avaliaram ostosfeidla cobertura de
bisfosfonatos em implantes de aco inoxidavel nacfio 0ssea. Em seus resultados,
encontraram que o bisfosfonato foi capaz de aumentarca de remocao apos duas

semanas de insercao.

Langhoff e colaboradores (2008) também avaliaraefeito da cobertura de
bisfosfonato em implantes de titanio instalados amlhas. Os autores investigaram
histomorfometricamente a porcentagem de contai-iogslante nos diferentes grupos.
Os resultados apontaram que nao houve diferengasisésas entre 0s grupos

analisados, embora todos tivessem alcancado réssiltamparativamente bons.

Mais recentemente, Abtahi, Tengvall e Aspenbe@d @2 realizaram um estudo
piloto em cinco pacientes, nos quais foram instadcthplantes dentarios cobertos com
bisfosfonato na maxila. Foram realizadas avaliacddmgréaficas e de estabilidade do
implante através de frequéncia de ressonancia moemto da instalagdo do implante e
apos seis meses, na cirurgia de reabertura. Aléso,dbs implantes cobertos com
bisfosfonato foram removidos em blocos em dois graes, para fins de avaliacéo

histologica. Em cada paciente, o implante cobeoim disfosfonato mostrou valores
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mais altos de frequéncia de ressonancia, testditimo nao-invasivo frequentemente
utilizado para medir estabilidade de implantes @éwg. Histologicamente, ndo houve

anormalidades.

Tsetsenekou e colaboradores (2011) realizaram stod@ com coelhos
ovariectomizados a fim de avaliar se a adminisgastémica de alendronato interferia
na osseointegracdo de implantes instalados no féapdis seis e doze semanas da
insercao. Os resultados demonstraram que néo hitievenca entre 0s grupos controle
e teste, indicando que a administracdo sistémicaaldadronato ndo afetou a
osseointegracao de implantes em animais com staitrsonal semelhante ao de

mulheres em idade pds-menopausa.
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4. METODOLOGIA
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4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRA

Apos aprovacdo da Comisséo Cientifica e de Etidéadaldade de Odontologia
da PUCRS (Anexo A) e da Comissdo de Etica no Usédmmais (Anexo B), 10
coelhos da espécieryctolagus cuniculysda linhagemNew Zealandmachos, adultos,

e peso corporal médio de 4,0kg foram utilizadosengssquisa.

Os animais foram alojados em gaiolas individuagutarmente higienizadas e
com serragem estéril, nas dependéncias do Colddiigdnico do Centro de Ciéncias
Rurais da Universidade Federal de Santa Maria (UfF-8debendo dietad libitum Os
procedimentos experimentais seguiram os princigadsei n.° 6.638, de 08 de Maio de
1979,que estabelece normas para a pratica didaticofatenda vivisseccédo de animais
e 0s principios éticos na experimentacdo animaursip o Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Um total de 50 implantes foram instalados na arapsendo a tibia direita
usada como controle e a esquerda como teste (INAERDNAL STANDARD ISSO
10993-6, 1994) (Tabela 1). O grupo controle, oua,s&s alvéolos cirlrgicos
confeccionados na tibia direita de cada animakhec aplicacdo de solu¢do salina
estéril. O grupo teste, caracterizado pelos al®olnirgicos confeccionados na tibia
esquerda de cada coelho, recebeu a aplicacdo twpitanl de gel de alendronato de
sédio (10mg/g), confeccionado segundo estudo pr@nge publicado (Reddy e

Kumar, 2005). Dos 50 implantes instalados, 20 (Agrl@o) foram avaliados em teste
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de torque méximo de remocédo e os 30 restantes [grapd) foram observados em

analises histomorfolégica e histomorfométrica.

Tabela 1. Desenho experimental

Amostra Grupo Torque de remocao %BIC
G1 - Controle
10 Tibia direita (25 implantes) 10 implantes 15 implantes
coelhos G2 — Teste
Tibia esquerda (25 implantes) 10 implantes 15 implantes

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento cirargico foi realizado, em ambiedé&e bloco cirdrgico, no
Biotério do Centro de Ciéncias Rurais da Univerdidd-ederal de Santa Maria
(UFSM). Os procedimentos relacionados a inducdoamestesia geral e posterior
recuperacdo pos-operatoria, bem como o monitorameéos planos anestésicos do
animal durante o procedimento cirdrgico foram mslbs por dois médicos
veterinarios. Os procedimentos locais, relacionadogirurgia de colocacdo de

implantes, foram realizados por um cirurgido-déatespecialista em Implantodontia.

Apoés a pesagem em balanca, os animais receberaiagéa pré-anestétsica
composta por 0,2mg/kg de maleato de acepromazioepfAn®, Univet, Brasil) e
2mg/kg de sulfato de morfina (Dimorf®, CristaliaoButos Quimicos Farmacéuticos

Ltda., S&o Paulo, Brasil), ambos por via intramlascu Transcorridos,
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aproximadamente, 10 minutos, canulou-se a veiain@rda orelha do animal para
administracdo de fluidoterapia com solucdo de Rimgen Lactato (Baxter®, Baxter
Hospitalar Ltda, S&o Paulo, Brasil) e 10mhg/kg mi®#oxacina (Baytril®, Bayer S.A.,
Sao Paulo, Brasil), 20 minutos antes da cirurgiac&eu-se a indugdo anestésica
através da injecdo intravenosa de 10mg/kg de caiddde cetamina (Ketamina®,
Agener Pharmaceutica, Sdo Paulo, Brasil) e 1mgMgnudazolam (Dormonid®
injetavel, Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.,dRidaneiro, Brasil). Realizou-se a
anestesia epidural com 0,25ml/kg de lidocaina 2ioflaina 2%, Geyer, Porto Alegre,
Brasil). Apds a inducdo anestésica, os animaisrfdracotomizados na regido de tibia
direita e esquerda. Realizou-se antissepsia daa e coelhos com digluconato de
clorexidina a 2% (Riohex Degermante 2%, RioquimiBagsil), incluindo a pelagem
adjacente a area tricotomizada.

Ent&o, colocou-se o animal em decubito dorsal leesa area tricotomizada, foi
posicionado um campo fenestrado estéril, com didensde 40 X 40 cm,
confeccionado para expor a perna do animal e cobm@stante do corpo, prevenindo
eventuais contaminacdes. Cada cirurgia ocorreuodaaf independente, sobre uma
bancada térmica com 37°C, coberta com campo ciwiegtéril descartavel.

No trans-operatério, 0s animais receberam suporternascara de oxigénio e o
monitoramento dos planos anestésicos dos animaiseétizado analisando-se as
funcgBes vitais (frequéncia cardiaca e respirat¢Fura 1) e o reflexo de dor. Quando

necessario, repetia-se ¥ da dose de indugdo pargengdo anestésica.
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Figura 1 — Monitoramento trans-operatorio das fesgdtais dos animais.

A cirurgia teve inicio através de uma incisédo Imeam lamina de bisturi n°15
montada em cabo n.°3, medindo cerca de 2cm de s&demem pele e madsculo na
superficie diafisaria medial da tibia, sempre cqmi@ em base déssea. ApOs esse
procedimento, os tecidos moles foram afastadosaanxilio de dois afastadores Senn
Mdller, permitindo a visualizagdo do periosteo, cqudbseqientemente foi incisado,
divulsionado com um descolador de Molt e afastadtamente com os outros tecidos,
expondo a superficie externa da tibia. Com umageridescartavel de 20 ml foi feita
irrigacdo da regido com soro fisiologico a 0,9%gaselo-se posteriormente com gaze
esteril.

Os locais de confeccdo das lojas cirurgicas foresmiamente demarcados com
0 auxilio de uma sonda exploradora. As perfurafdi@sn posicionadas 10 mm abaixo
do céndilo da tibia, com 10mm de distancia entr@acperfuracdo, medida com o
auxilio de um instrumento de medicdo, e confecdasacom o auxilio de contra-

angulo cirdrgico 16:1 (Contra-angulo Kavo, Kavo Beasil, Brasil) conectado ao
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micromotor cirdrgico (Kavo Koncept Surg, Kavo doaBit, Brasil) previamente
ajustado para 1.200 rpm e a bomba peristalticdagjagpara 0 maximo de vazao, sob
irrigacdo abundante de solucéo fisiologica. A fgesa para instalacado dos implantes foi
realizada com brocas apropriadas (Kit Cirargicon®@o Sistemas de Protese, Séo
Paulo, Brasil), até a profundidade de 4mm, na sem@éroca lanca e broca helicoidal

2 mm.

Apo6s a confeccdo das cavidades, estas foram iasgatiundantemente com
solucao fisiologica para remoc¢éo dos residuos gerad processo de perfuragdo. Uma
gaze estéril foi introduzida e mantida por comg@esso alvéolo cirdrgico por 1 a 2
minutos, com a finalidade de absorver e coibir mgsamento, processo que garantiu
gue o gel de bisfosfonato entrasse em contatoodianh toda a parede do alvéolo, sem
a interposicdo de sangue. A quantidade de 1ml ddegalendronato de sodio (grupo
teste) ou 1ml de solucao salina estéril (gruporotejtfoi injetada no alvéolo cirurgico
imediatamente antes da insercao do implante (SKQ@LU HOLMERTZ e

ASPENBERG, 2004; JAKOBSEBt al, 2006) (Figura 2).

Figura 2 — Aplicacao local do gel de bisfosfonato.



44

Na sequéncia, foi realizada a insercéo dos impgRigura 3). Foram utilizados
implantes de titanio comercialmente puro com sugerftratada por acido (Porous
Nano; Conexao Sistemas de Protese, Sdo Paulol)B&simplantes foram instalados
com rotacdo de 35rpm, até que atingissem o0 niveeodsTodos os implantes
apresentaram torque de instalagcdo superior a 30NEais implantes foram
especificamente fabricados para esse estudo (Fureom o didmetro de 2,2mm e

comprimento de 4,0mm (Anexo C).

Figura 3 — Instalacdo dos implantes imediatamepés @ aplicacdo do gel de

bisfosfonato.
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Figura 4 —Mini implante especialment@rojetado para pesquisa cientifica

modelo animal.

Na sequéncia, realiz-se aproximacao muscular e do subcutaneo com si
continuas e dermorrafia com suturimples interrompids, com o auxilio de um po-
agulha Mayo Hegar e uma pingca Adson Brown, utilitafio de sutura reabsorviv
(Catgut 4.0, Johnson & Johnson/Ethicon, SommenNEw Jerse\. A regiao foilimpa
com gae umedecida em soro fisioldégico, para remocdo az$duos de sang!
coagulado, e os animais receam curativo oclusivo com atadura de gaze. Enfim
coelhos foram colocados na posicdo de decubito ventral em suaslag

correspondentes para recuperacéo da anes

Durante o pésperatério, cadianimal recebeanalgesia através de 2mg/kg
cloridrato de tramadd[Tramadon@ Cristalia Produtos Quimicos Farmaccos Ltda.,
Séao Paulo, Brasil), paria subcutanea, a ca8 horas por 08lias. A antibioticoterapi
foi realizada através de injecao intramusculaenrofloxacina Baytril®, Bayer S.A.

Sé&o Paulo, Brasiha quantidade deOmg/kg, a cada 24horas por 7 dias
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4.4 MORTE DOS ANIMAIS

Para eutanasia, cada animal recebeu medicacdmgstésica composta por
1mg/kg de maleato de acepromazina (Acepran®, UnBressil), 15mg/kg de cloridrato
de cetamina (Ketamina®, Agener Pharmaceutica, SfdoP Brasil) e 2mg/kg de
cloridrato de xilazina (Rompum®, Bayer, Sao PauBrasil), todos por via
intramuscular. Em torno de 10 minutos eram neciessaté que os reflexos palpebrais,
corneal e de dor estivessem ausentes. Com o aeimalano anestésico profundo,
administrou-se, por via intravenosa, solucdo deettbiode potassio a 10% (Ariston, S&o
Paulo, Brasil) até a parada cardiorrespiratoriamérte dos animais ocorreu apos o

periodo de vida pds-operatorio previsto de 28 dias.

4. 5MENSURACAO DO TORQUE DE REMOCAO

Para mensuragdo do torque maximo de remocao deiroathnte, os espécimes
foram processados imediatamente apdés a remocadbida Primeiramente foram
mantidos em solu¢do de formalina neutra tamponad@% e, ap6s 1 hora, foram
submetidos ao teste de torque de remocdo, namdofrassim, desidratacéo. A peca
anatdbmica foi cuidadosamente posicionada em eqeiptande teste de torque — CME
(Técnica Industrial Oswaldo Filizola, Guarulhosasil), o qual é totalmente controlado
pelo software DynaView Torque Standard/Pro M (Fig), gerando os valores
automaticamente com velocidade de 1rpm e mediggwlando sistema com resolugao
de 0.002°. As medicbes de torque méaximo para miaiaotacdo inversa foram

registrados e os valores de torque médio foranulzalos para cada grupo.
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Figura 5 — a) Maquina de torque conectada ao cadpu{Software Dynaview Torque

Standard/Pro M); b) Teste de torque de remogéo.

4.6 ANALISE HISTOMORFOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA
Apds exame macroscoépico local, as pecas anatérficasn imediatamente
armazenadas em recipientes de vidro, mergulhadom®nalina neutra tamponada a

10%, com a finalidade de evitar as alteraqizet mortendos tecidos.

A etapa de confeccéo e analise das laminas higtak{pi realizada no Bioface
Institute (Santa Maria, RS, Brasil). Os blocos dsseontendo os implantes foram
gradualmente sendo desidratados em concentracéessatas de &lcool (de 50% a
100%). Apos a desidratacdo, a amostra foi embedndaesina a base de metacrilato
(EMBed-812, Embedding Kit, EMS, Hatfield, PA) deoeto com as instru¢bes do
fabricante. Os blocos foram, entdo, cortados erasfate, aproximadamente 300um de
espessura, objetivando o centro do implante nadsedb seu longo eixo, com disco de
diamante em cortadeira metalogréafica (Modelo D1%) Pantec®, Sdo Paulo, Brasil).
A seguir, as amostras foram coladas a uma placcdico com cimento a base de
acrilato e deixadas secar por 24h previamente mme§s0s de desgaste e acabamento.
As seccdes foram reduzidas a espessura final dexiegadamente, 30um por meio de

uma série de lixas d’agua abrasivas (400, 600, 8200 e 2400) (3M do Brasil, S&o



48

Paulo, Brasil) em uma politriz (Polipan 2, Pante&&o Paulo, Brasil) sob irrigacéo
com agua. Finalmente, a amostra foi corada corsirface levada a andlise em
microscopio optico (Nikon Eclipse E200, Nikon Cargtion, Téquio, Japao).

Todos o0s cortes histologicos de osso-implante foraamalisados
histomorfologicamente de modo a se estabelecearasteristicas teciduais gerais no
processo de osseointegracdo em cada grupo pordaeidservacdo do tecido 6sseo
neoformado e seus elementos celulares tipicos.uRnese registrar as regides dos
implantes com mais forte evidéncia de osseointégrdgem como avaliar o processo de
recobrimento das espiras pelo tecido dsseo.

A analise histomorfométrica foi realizada através abntato osso-implante
(%BIC), determinado em uma magnificacdo de 50-2@@X meio de um software
(Image Tool® for Windows, versao 5.02). As regidescontato osso-implante ao longo
do perimetro do implante foram subtraidas do peraretal do implante (Figura 6), e
os célculos foram realizados para determinar agpéagem de BIC. As medi¢des foram
realizadas por dois examinadores, treinados eradtls. A amostra foi codificada
previamente a analise do examinador, caracterizangwocesso de cegamento da

avaliacéo.

Figura 6 — a) Mensuracao do perimetro total doamel e b) das areas de contato 0sso-
implante para céalculo de BIC.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de torque maximo de remocdo foram cadparentre 0s grupos
através de Teste T-Student pareado. Para os dsili@de contato osso-implante,
primeiramente foram calculados os coeficientesateelacao intraclasse (CCl) (Fleiss,
1986), a fim de que fosse verificada a reprodudiadde da avaliacdo (Altman e Bland,
1983). Apds, as porcentagens de contato osso-itepfanam comparadas entre os
grupos com uso de EquacOes de Estimacdo GeneediZ&EGs) com matriz de
correlacdes permutavel nas medidas em um mesmiooc@étCullagh e Nelder, 1989).

Todos os testes foram realizados com nivel defgigncia de 5% (SPSS, Versao 20.0).



50

5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 TORQUE MAXIMO DE REMOGAO
A Tabela 2 e Grafico 1 mostram que os valores tuomaximo de remocao

no grupo teste foi, em média, a metade que no grapwole (p < 0,001).

Tabela 2. Torque maximo de remocao (Ncm) segundpogr e resultado do teste
comparativo.

Grupo Média DP Mediana Minimo Maximo N p

Controle 17,86 5,15 17,9 10,1 25,3 10 <0.001
Test¢ 8,73 2,86 7.9 5,9 14,2 10 :

Grafico 1. Torque maximo de remoc¢do segundo grypegiia + dp) e resultado do
teste comparativo.
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5.2 ANALISE HISTOMORFOLOGICA
A avaliagdo qualitativa das laminas histolégicasnaolestrou que todos os

implantes tiveram sua por¢cdo mais cervical atraress a cortical tibiana, e a por¢cao

apical em contato com a medular éssea (Figura 7).

Figura 7 — Posicionamento dos implantes em corteamedular tibiana.
Magnificagao: 20X.

No grupo controle, a analise histolégica mostrowforenacdo Ossea nas
adjacéncias da superficie dos implantes, com lockis remodelamento 0Osseo
evidenciando arranjo estrutural semelhante ao Emel6ximo ao implante, observou-
se ostedcitos volumosos em grande quantidade zadalé dentro de amplas lacunas.
Conforme se aproximava do implante, trabéculas adssmaturas com inameros
osteoblastos grandes e volumosos foram observAddgerenca da coloracdo — areas

mais intensamente coradas — revelam tecido 6ssemdo mais recentemente, 0 que
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pode ser constatado principalmente nas regiGes antespiras dos implantes (Figura

8).

Figura 8 — Interface osso-implante do grupo coatr@ regido de osso cortical,
demonstrando atividade Ossea mais intensa proximaogpo do implante, com
presenca de tecido 0sseo recentemente formad@dreg coloragcdo mais intensa),
ostedcitos volumosos em amplas lacunas (-->) ebiststos grandes e volumosos em

contato com a superficie do implante (+). Magngéaa 40X.

No grupo teste, a analise histologica mostrou, emn r®aioria, auséncia de
neoformacdo Ossea nas adjacéncias da superficieing@antes, com locais de
remodelamento 6sseo préximo ao topo das espirg®ecdo mais cervical do implante.
Preenchendo os espacos entre as espiras, observoa-aioria das amostras, tecido

granular (Figura 9).
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Figura 9 — Interface osso-implante do grupo testeaeagido de osso cortical,
demonstrando baixa atividade 6ssea localizada guessomente em regido de topo de
espiras e regido mais cervical do implante, comsegrga de tecido granular
preenchendo o espaco entre as espiras (+). Maayéfic 40X.

5.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A reprodutibilidade das medidas entre os examiremddioi analisada e
demonstrou ser alta, pois o coeficiente de cor@ieldgtraclasse apresentou-se muito
proxima de 1 (CCIl = 0,993), sendo que a repeteulel (erro) entre os avaliadores foi

menor de 1% (0,90%) (Tabela 3).

Tabela 3. Descricdo dos percentuais de contatoiogdgante para cada examinador e

resultado da reprodutibilidade entre os examinadore

IC (95%)

Examinador Média DP N CClI - -
Inferior Superior

Repetibilidade

1 17,2 10,6 30

2 172 101 30 0993 098 0997 0,90
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O Grafico 2 confirma o resultado apresentado palzela 2, demonstrando que
ndo ha tendéncia evidente nas diferencas entreatiaghes dos examinadores e que a

diferenca média entre eles foi bastante proximzede.

Gréfico 2. Gréfico de Bland-Altman entre as medidi@s examinadores.
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Média das avaliacBes

A média dos valores de BIC no grupo controle fabamadamente 2,5 vezes
maior que do grupo teste, mostrando uma diferest@igticamente significante (p <

0,001) (Tabela 4 e Grafico 3).
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Tabela 4. Descricdo do contato osso-implante seguyndpos e resultado do teste

comparativo.
Grupo Média DP Mediana Minimo Méaximo N p
Controle 24,55 8,59 23,25 11,33 48,08 15 <0001
Teste 9,77 6,53 9,00 2,06 26,33 15 ’

Grafico 3. Valores médios de contato osso-implamt@espectivos erros padrées

segundo grupos.
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6. DISCUSSAQO
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6. DISCUSSAO

A avaliagdo de interfaces entre tecido 6sseo damgs osseointegraveis €
imprescindivel no desenvolvimento de novas técnieamateriais relacionados a
Implantodontia. Resultados de estudosvitro ndo podem ser extrapolados para a
situacaoin vivo, a0 mesmo tempo, modelos animais sdo necessarastgstes preé-
clinicos destes materiais antes de seu uso em lmsma8eguindo este pensamento, o
presente estudo foi delineado em um modelo aniroam objetivo de avaliar
parametros relacionados a osseointegracao de iteplde titdnio na presenca de um
bisfosfonato.

A escolha do coelho como modelo animal partiu lsseoracéo de alguns fatos
importantes, j& reconhecidos no meio cientificailiidade de manuseio, tamanho do
animal, maturidade Ossea precoce e composicdo @dsedaradamente similar aos
humanos em ossos de crescimento primario (PEABICH, 2007). Além disso, este
modelo animal é tradicionalmente aceito e utilizpdoa pesquisa de osseointegracao
(Branemark, 1983).

Nestes animais, o padrdo internacional para aaaidiologica de dispositivos
meédicos recomenda o0 maximo de 6 implantes (3 destm 3 testes) por coelho, sendo
que estes dispositivos devem ter aproximadameptendximo, 2mm de diametro e
6mm de comprimento (INTERNATIONAL STANDARD ISO 108%, 1994). Tais
recomendacdes foram observadas neste estudo.

Este estudo teve como objetivo avaliar a ossegriat@o de implantes de titanio
instalados com e sem a aplicacdo local de um lisfat. Os resultados encontrados
levaram a rejeicdo das duas hipoteses nulas adsiitiicialmente, uma vez que houve

diferenca entre os grupos testados, com melhosefados para o grupo controle.
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A influéncia do uso de bisfosfonatos em implantdadonvem sendo
exaustivamente pesquisada atualmente, tanto atchvéso sistémico (AYANet al,
2012; CHENet al, 2013; DE OLIVEIRAEet al, 2014), como da uso local, seja por meio
de aplicacéo direta no alvéolo cirtrgico (SKOGLUNBDLMERTZ e ASPENBERG,
2004; JAKOBSENet al, 2007; JAKOBSENet al 2009; CUAIRANet al, 2014) ou
através da imobilizacdo na superficie do implandBTAHI, TENGVALL e
ASPENBERG, 2012; MOONt al, 2012; GUIMARAESet al, 2013; HARMANKAYA
et al 2013; STADLINGERet al, 2013; BOBYNet al, 2014). A proposta de aplicacao
local do bisfosfonato neste estudo justifica-sea petencéo de beneficiar-se de sua
influéncia biomoduladora na osseointegracdo semtudo, sofrer os possiveis efeitos
sistémicos desta droga (DE GROENal, 1996; BEDOGNIet al, 2010; GOSS&et al,
2010; LAZAROVICI et al, 2010; VOHRAEet al, 2014), uma vez que o bisfosfonato
localmente aplicado permanece concentrado nosome®dla aplicacdo, ndo sendo
distribuido sistemicamente (MCKENZEE al, 2011).

Os implantes teste foram instalados imediatamegnds a aplicacdo local de um
gel de bisfosfonato. Alguns estudos realizaram alisen da influéncia local deste
farmaco na osseintegracdo atravées de sua aplicacioma de solugdo (SKOGLUND,
HOLMERTZ e ASPENBERG, 2004; JAKOBSEM al, 2007; JAKOBSENet al, 2009;
CUAIRAN et al, 2014). A escolha pela apresentacdo em gel se ateeidado em
conter o farmaco no alvéolo cirdrgico e manté-lo @ntato com as paredes 6sseas
durante a instalacdo do implante, evitando queaxis viés no caso do resultado ser
igual nos dois grupos: a possibilidade do farmaam ter sido realmente testado por ter
extravasado completamente.

A formulagéo do gel aplicado nesta pesquisa semgimuciosamente a descrita

por Reddy e Kumar (2005), a qual teve suas propdiesl adequadamente testadas.
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Como resultado, os autores relataram que o aleatirathe sodio teve distribuicéo
uniforme no conteudo do gel, ndo demonstrou inferagiimica com 0s excipientes da
formula, o gel apresentou viscosidade adequadaapéicacao atraveés de seringas e ndo
proporcionou o crescimento de microorganismos apé®sterilizado. Tal gel, testado
em humanos na terapéutica periodontal, demonstroyatente efeito na inibicdo da
reabsorcdo 6ssea e um aumento na neoformacao 6ssea.

Segundo Fleisch (2002), bisfosfonatos nao-nitrogesiacomo o etidronato e o
clodronato, necessitam de doses muito altas pargirab potencial de inibicdo de
reabsorcdo, as mesmas doses que prejudicam a lmegia fisiologica. O
desenvolvimento dos bifosfonatos nitrogenados, came@aso do alendronato, veio a
resolver este problema: tratam-se de compostod@GBH0 vezes mais potentes em
adequados para finalidades como auxiliar na ostsgpatao, por exemplo.

Entretanto, em publicagcéo recente, Manzano-Moetra (2014) afirmam que
baixas doses dos bisfosfonatos nitrogenados pesipgis dentre os quais figura o
alendronato, séo capazes de exercer seu efeitostexsblastos, alterando sua fisiologia
e diminuindo sua capacidade de formagéo dsseaatdavinibicdo de sua diferenciacao
e maturacdo, o que poderia explicar um prejuizoccay@acidade reparadora dessas
células. Esse prejuizo na remodelacdo 6ssea sadaenplicacdo para os resultados
piores de osseointegracdo quando da aplicacdo lbeallendronado de sdodio
visualizados neste estudo.

Além disso, foi demonstrado, através da andlis¢omisrfolégica, que os
implantes instalados localizavam-se em tecido Ossedical, em funcdo das
caracteristicas da tibia do modelo animal utilizaglee ndo apresenta 0sso trabecular.

Cuairanet al (2014) observaram haver, ap0s 8 semanas, sigiifiogente mais 0sso



61

cortical ao redor dos implantes do grupo contraegde naqueles onde o bisfosfonato
foi aplicado, ao contrario do observado em osdmetialar. Os autores concluiram que o
bisfosfonato teria um efeito positivo no 0sso tcall@ e negativo em 0sso cortical. Este
fato corrobora os resultados negativos de torquesmm@céo para o grupo bisfosfonato
no presente estudo.

Quando implantes osseointegraveis sao instalanoseeido 6ésseo, um dano
neste tecido é causado pela utilizacdo das brocksadas, e microfraturas e necrose
Osseas podem ser geradas em todo area teciduedragjaEste tecido 6sseo danificado
deve ser remodelado através de eventos de reabsomg@oformacdo (BERGLUNDH
et al, 2003). Segundo Russ&l al (2008), é esperado que o bisfosfonato injetadsecau
inibicdo ou restricdo da atividade osteoclasticaawez que a atividade osteoblastica
estd intimamente relacionada com a osteoclasticaazdavel assumir que o
remodelamento 0sseo pode ser prejudicado pelangeesk farmaco nestas condi¢des
(RUSSELet al, 2008), fato que pode explicar resultados sigaiifi@amente piores de
histomorfometria e visivelmente alterados de hisidatogia encontrados no grupo
testado, nesta pesquisa.

Um estudo de Jakobsest al (2010) testou a osseointegracdo de implantes
endodsseos instalados com um gap de 2,5mm, o quakfenchido com enxerto alégeno
embebido em um bisfosfonato, com diferentes coraeies. Em seus resultados, tanto
0 grupo controle quanto o grupo de baixa concefrap bisfosfonato tiveram melhor
fixacdo do que comparados com 0s demais gruposjaatw que o grupo de maior
concentragdo teve o maior potencial inibidor désescdo 6ssea. Assim, um aumento
na fracdo de volume 6sseo ndo pode ser correlamoram um aumento na fixagao
biomecanica. Este contraste indica claramente qfeitm benéfico do farmaco é dose-

dependente e que a manutencdo de tecido Ossewelivalo efeito inibidor da
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reabsorcdo pode nédo resultar no objetivo esperada,vez que a remodelagdo dssea
necessita fundamentalmente do efeito de reabspagacocorrer.

A literatura concernente, embora vasta, ndo atihzetodologia padronizada
para comparacao de resultados, variando tantooalgpisfosfonato utilizado, como a
forma de apresentacao, via administrativa, modaloal, varidveis secundarias e testes
avaliativos. E importante ressaltar que Stadelmetnal (2009) desenvolveram um
modelo de remodelagédo éssea ao redor de implaatesadores de bisfosfonatos para
liberagéo local, levando em consideracéo o estim@lcanico e o estimulo do farmaco,
a fim de obter um resultado previsivel. Os autostataram que, muito embora os
resultados cientificos atuais sejam baseados eathascempiricas, € possivel obter-se
previsibilidade se for levado em consideracao o die bisfosfonato, a dose e 0 modelo
animal adotado.

Visivelmente, ha um contraste dos resultados eradog na literatura atual com
aqueles relatados neste estudo. A grande maicsi@stados que testaram a aplicacao
local de bisfosfonatos relataram haver melhoraxagdio do implante, com aumento da
densidade Gssea peri-implantar (PET&ERI, 2005; KAJIWARAet al, 2005; LEEet al,
2011; MOONet al, 2012; STADLINGEREet al, 2013; HARMANKAYA et al, 2013;
BOBYN et al 2014; CUAIRANet al 2014), resultados positivos para atividade de
células osteoblasticas (GOT& al 2003; BEUVELOT et al, 2009), aumento da
estabilidade primaria (ABTAHI, TENGVALL e ASPENBERG010; ABTAHI,
TENGVALL e ASPENBERG, 2012; CUAIRANet al, 2014) e maior contato 0Sso-
implante (YOSHINARIet al 2002; JAKOBSENet al, 2007; STADLINGERet al,
2013). Entretanto, acredita-se que isso possa eddad a um viés de publicacao,
favoravel a resultados positivos ao grupo testRdn-se importante que todos os relatos

cientificos, sem qualquer distingcdo, baseados end@s corretamente delineados,
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sejam publicados em periddicos de maior fator dpasto, a fim de que todas as
informacdes a respeito de um produto testado possamcessadas pelo maior nimero
possivel de leitores, facilitando, também, a aeapsr parte de pesquisadores que
busquem a realizagéo de revisdes sistematicasamatises sobre este topico.

Neste estudo, tanto a avaliagdo de torque de remagdanto a andlise
histomorfométrica e histomorfol6égica mostraram Itaslos piores para o grupo que
sofreu a intervencdo farmacoldgica. Esta coeréectee os achados biomecénicos e
histoldgicos reforca os resultados como um todmbasa a conclusdo gerada. Além
disso, o baixo desvio padrdo encontrado na andé$isgistica demonstra o critério de
execucdo e a confiabilidade nos procedimentos roktgitos, principalmente no que
diz respeito ao procedimento cirdrgico, indicandonaupadronizacdo adequada da
amostra avaliada. Entretanto, é importante ressqlia se trata de um estudo pré-
clinico, em que foi testado somente um tipo de obfshato em uma Unica
concentracdo, pontualmente apos 4 semdnavivo, objetivando a andlise da
osseointegragdo nos seus eventos mais iniciaislaAi@ muito o que ser esclarecido a
respeito deste tema, principalmente no que dizeresp aplicabilidade em humanos,
uma vez que o cenario clinico ainda é pouco exgtorsa literatura cientifica atual
(ABTAHI, TENGVALL e ASPENBERG, 2010; ABTAHI, TENGVAL e

ASPENBERG, 2012).
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7. CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

A metodologia empregada na realizacdo deste exeetima partir das analises
realizadas, permite concluir que a aplicacdo latalgel de alendronato de sodio
prejudicou a osseointegracdo de implantes de ditardtalados em tibia de coelho,
negando as hipoteses nulas. A aplicacdo local désteaco atuou diminuindo a
porcentagem de contato osso-implante e os valerésrque maximo de remocao, além
de, visivelmente, influenciar negativamente na mecdo o6ssea ao redor dos

implantes instalados.
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ABSTRACT

The aim of this study was to make a comparativdyaisaof aspects related to the
osseointegration of titanium implants placed witid avithout local application of a
bisphosphonate agent, after 4 weeksyivo.The study comprised the placement of 50
cp. titanium implants in the middle third of théi& of 10 rabbits, with the right tibia
being used as control, and the left as test sit¢hd test group, local administration of
sodium alendronate gel was instituted, and in thv@rol group, sterile saline solution
was used. After euthanasia, 10 implants from eacbhpgwere analyzed for maximum
removal torque. The remainder of the sample wasgased to obtain non decalcified
slides with approximately 30um thick, in which leistorphological and
histomorphometric analyses of bone-implant con(&BIC) were performed. Data
were analyzed at a level of significance of 5%. Tdraoval torque of the test group, on
an average, were half of the values obtained irctimérol group. The test group showed
lower percentage of BIC, and notable changes ire loprality. It was concluded that the
initial events of osseointegration of titanium igpls are not favored by the local

application of sodium alendronate gel in rabbits.



79

INTRODUCTION

Over the last few decades, there has been conkidegeowth in the demand for
replacement of lost teeth by means of therapy wiémtal implants and implant-
supported dentures. Among other reasons, this estauhe fact that either partial or
complete edentulism affects a large portion of @essan the more advanced age group,
a steadily growing part of the population worldeid hese patients frequently present
a profile of bone quality and quantity affected fystemic diseases, such as diabetes
and osteoporosis, in addition to presenting lowatemtial bone regeneration, which
may contribute to lower success rates in theraph wental implanfs On the other
hand, the desire to attain faster osseointegragicommon in both health professionals
and patients. This motivates researches that sepiovements in the development of
materials and techniques related to optimizatiorthef process of bone remodeling

around dental implants.

During implant placement surgery, the decision alwdoether or not to apply
immediate load is determined, among other aspégtghe primary stability of the
implant in bone tissue. In cases in which ther@asprimary stability during dental
implant placement, the professional is recommenitedvait during the period of
osseointegration without application of functiomhadd, following the protocol of two
surgical stag€s Therefore, in this scenario it becomes importantaccelerate the
process of osseointegration, so that less time &l required between implant

placement surgery, and re-opening for connectidgh@prosthetic abutments.

The interest in using bisphosphonates as bone iolatrs in implant dentistry
arose by the known ability of this drug to inhiliie activity of osteoclasts, which is
why it is widely used in the treatment of diseasbharacterized by excessive bone

resorption, such as osteoporosis, hypercalcemidane metastaseéd-urthermore, it is
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known that an effect on bone formation may be etquecpromoting a considerable
reduction in bone turnoverStudies have suggested that bisphosphonates avayzh
positive influence on bone formation and remodelilnd consequently an

improvement in the fixation of titanium implantshmman8”.

Because of the severe side effects caused byyshtensic use of this drig?’,
researchers have turned their attention to devadppiethods of local delivery of this
drug to the site of interé$t'® The intention is for bisphosphonate to positivel
influence the remodeling of bone adjacent to thplant, without causing undesirable
systemic side effects. In this sense, immobilizabbthe bisphosphonate on the implant
surface has been proposed, as a way of local dglivethe drug’”?. However, to
perform this immobilization, a complex methodolagyd sophisticated equipment are
frequently required. The direct application of iepphonate in the surgical alveolus
immediately before implant insertion, appears to eeimpler and more practical

procedure, however, up to now, it has not beemsittely testetf#%3

Therefore, the aim of this study was to propose ldoal application of a
bisphosphonate drug (sodium alendronate) in geh falirectly in the surgical site, and
make a comparative evaluation of aspects relatedsseointegration of titanium
implants inserted immediately after this applicatio vivo. As a null hypothesis, it was
admitted that the local application of sodium altemate gel did not favor the

osseointegration of titanium implants placed irbrabbias.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Experimental Groups
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Ten rabbits of thé@ryctolagus cuniculuspeciesNew Zealandineage, adult
males, with a mean body weight of 4.0kg were usethis research. The study was
approved by the ethics committee of the universityd the animals received all the care

stipulated by the institution.

A total of 50 implants were inserted in the sampligh the right tibia being used
as control, and the left, as test site. In the robrgroup, the surgical alveoli performed
in the right tibia of each animal, received an agion of sterile saline solution. In the
test group, characterized by the surgical alveelfggmed according to a previously
published study, in the left tibia of each rabbit, a topical applion of 1 ml of sodium

alendronate gel (10mg/g) was administered.

Surgical Procedure

After being weighed, the animals received pre-dressa medication, composed
of acepromazine maleate (0.2mg/kg) and morphinephsi¢ (2mg/kg), both
administered intramuscularly. After approximatef/rhinutes had elapsed, the animals'
marginal ear vein was cannulated for the admirtistneof fluid therapy with Lactated
Ringer solution and Enrofloxacin (10mg/kg), 20 mesi before surgery. Anesthesia
was induced by means of intravenous injection darne chloride (10mg/kg) and
1mg midazolam (1mg/kg). Epidural anesthesia wasiradtared with 2% lidocaine
(0.25 ml/kg). After anesthesia induction, the arisnaere trichotomized and antisepsis
of the region was performed, including the skiraadpt to the trichotomized area.

Surgery began with a linear incision, measuring rexmately 2cm in
extension, on the medial diaphysal surface of thia.t The sites where the surgical
recesses were performed were previously demarcatddthe perforations positioned
10 mm below the tibial condyle, with a distancel®inm between each perforation.

Cutting for implant insertion was performed withpagpriate burs, under irrigation, up



82

to a depth of 4 mm, in the sequence of using a 2amee-shaped bur and then a helical
bur.

After the cavities were prepared, sterile gauze imasduced and kept in the
surgical alveolus by compression for 1 to 2 minutggh the purpose of absorbing and
stopping the bleeding. This process guaranteedhkalisphosphonate gel would come
into direct contact with the entire wall of the eblus, without the interposition of
blood. The quantity of 1ml of sodium alendronateest group - was injected in the

%2,25

surgical alveolus immediately before placementefitnplant™” (Figure 1a).

After this, the implants were inserted (Figure I@Bpmmercially pure titanium
implants were used, with surface treated with a@@rous Nano; ConexaoSistemas de
Prétese, Brazil), 2.2mm in diameter and 4.0mm |@ugecifically fabricated for this

study. The implants were inserted at a speed opB6 until they reached bone level.

To finalize, the muscle and subcutaneous tissuee va@proximated with
continuous sutures and the skin was approximated simple, interrupted sutures,
using reabsorbable suture thread (Catgut 4.0, doh&aslohnson/Ethicon, Sommerville,
USA). The region was cleaned with gauze dampendld physiological solution, to
remove the residues of blood clots, and the aninealsived an occlusive dressing with

a gauze bandage.

During the post-operative period, each animal kezkianalgesic medication
with tramadol hydrochloride (2mg/kg) via the sulaméous pathway, every 8 hours, for
3 hours. Antibiotic therapy was administered vi@amuscular injection of enrofloxacin

(10mg/kg), every 24 hours for 7 days.

Euthanasia of Animals
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To perform euthanasia each animal received pretastes medication
composed of Acepromazine maleate (I mg/kg) ketarhydrochloride (15mg/kg), and
xylazin hydrochloride, all administered intramusoiy. Passed around 10 minutes, the
reflexes such as palpebral, corneal and pain weserd. With the animal in a plane of
deep anesthesia, a 10% potassium chloride solutes administered intravenously
until cardiorespiratory function ceased. Euthanasieurred after the pre-established

period of post-operative life of 28 days.
Removal Torque Measurement

For measurement of the maximum removal torque afhemnplant, the
specimens were processed immediately after renod\thk tibia. Firstly, the tibias were
kept in a 10% buffered neutral formalin solutiondafter 1 hour, were submitted to the
torque removal test, thus they did not become dettgd. The anatomic part was
carefully placed on the torque test equipment— CMEcnica Industrial Oswaldo
Filizola, Guarulhos, Brazil), completely controlleg the software program DynaView
Torque Standard/Pro M, generating the values autoatlg at a speed of 1rpm and
angular measurement of the system with a resolutfdn002°. The maximum torque
measurements to begin the inverse rotation wei@ded, and the mean torque values

were calculated for each group.

Histomorphological and Histomorphometric Analyses

The bone blocks containing the implants were griyludehydrated in
successive concentrations of alcohol, and the sampls imbibed in methacrylate-
based resin (EMBed-812, Embedding Kit, EMS, Hatfi€lA, USA) in accordance with
the manufacturer's instructions. The blocks wemntiout into slices approximately
300um thick. with the center of the implant facinghe direction of its long axis, using

a diamond-coated disc in a metallographic cuttendtd DTQY5, Pantec®, Sao Paulo,
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Brazil). After this, the samples were bonded toaanylic plate with acrylate-based
cement, and left to dry for 24 h before the stmgpand finishing processes. The
sections were reduced to a final thickness of apprately 30um, with the use of a
series of water abrasive papers (400, 600, 800) 4Rd 2400 grit) (3M do Brasil, Séo
Paulo, Brazil) in a polishing machine (Polipan 2antec®, Sdo Paulo, Brazil) under
irrigation with water. Finally the sample was std with fuchsin and taken for
analysis under an optical microscope (Nikon Eclig280, Nikon Corporation, Tokyo,
Japan).

All the bone-implant histological cuts were analyzg@stomorphologically, in
order to establish the general tissue charactesisti the osseointegration process in
each group, by means of observing the neoformec limsue and its typical cell
elements. An endeavor was made to record the regidnthe implants with the
strongest evidence of osseointegration and to atalthe process of covering the
implant spirals with bone tissue.

The histomorphometrical analysis was performed @ateg to bone-implant
contact (%BIC), determined at 50-200X magnificatiop means of a software program
(Image Tool® for Windows, version 5.02). The bomglant contact regions along the
perimeter of the implant were subtracted from tlalt implant perimeter, and
calculations were made to determine the percerdbBéC.

Statistical Analysis

The maximum removal torque values were compareddsst the groups by
means of the paired Studertttest. For the bone-implant contact results, theahhss
correlation coefficients (ICC) were first calculdten order to verify the reproducibility
of the evaluation. After this, the implant-bone t@mh percentages were compared

between the groups with the use of the GenerakEatonating Equations (GEES) with
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the correlations matrix permutable in the measurési@ one and the same rabbit. All

the tests were considered with a level of signifceaof 5% (SPSS, version 20.0).

RESULTS
Maximum Removal Torque
Table 1 shows the maximum removal torque valuekartest group were, on an

average, half the value they were in the controugr(p < 0.001).

Histomorphological Analysis

The qualitative evaluation of the histological skddemonstrated that the most
cervical portion of all the implants passed throtlghtibial cortical bone, and the apical

portion was in contact with medullary bone (Figje

In the control group, histological analysis showsahe neoformation in the
areas adjacent to the implant surfaces, with lonatiof bone remodeling, showing
evidence of a structural arrangement similar ta tdiahe lamellar region. Close to the
implant, a large quantity of voluminous osteocyiese observed located within wide
gaps. Closer to the implant, immature bone tralaecwith innumerable large and
voluminous osteoblasts were observed. The differeimc staining- more intensely
stained areas - revealed more recently formed bssee, which was found particularly

in the regions between the implant spirals (Fig)re

In the majority of specimens in the test group, histological analysis showed
absence of bone neoformation in the areas adjacehé implant surfaces, with sites of
bone remodeling close to the top of the spiralsrande cervical portion of the implant.
In the majority of samples, granular tissue waseoled filling the spaces between the

spirals (Figure 4).
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Histomorphometric Analysis

Reproducibility of the measurements between examminas shown to be high
(ICC=0.993), with the repeatability (error) betwesvaluators being lower than 1%

(0.90%) (Table 2).

Graph 1 confirms the results presented in TabeBonstrating that there was
no evident trend in the differences between thduatians of the examiners, and that

the mean difference among them was very closertm ze

The mean BIC values in the control group were ayprately 2.5 times higher
than they were in the test group, showing a skediby significant difference (p <

0.001) (Table 3).

DISCUSSION

It is imperative to evaluate the interfaces betwebone tissue and
osseointegratable implants, in the developmenteaf techniques and material related
to implant dentistry. The results of vitro studies cannot be extrapolated to ith&ivo
situation at the same time, animal models are necessarth&pre-clinical tests of
these materials before they are used in humans.
Following this line of thinking, the present studsas designed on an animal model,
with the goal of evaluating parameters related e bsseointegration of titanium
implants in the presence of a bisphosphonate,

The choice of the rabbit as animal model was mbdsed on the observation of

some important facts already known in the scientifedium: ease of handling, size of
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animal, early bone maturity, composition of the d&anoderately similar to that of
humans in bones with primary groth

In these animals, the international pattern forldgic evaluations of medical
devices recommends a maximum of 6 implants (3 otsaand 3 tests) per rabbit, and
these devices must, approximately, be a maximu i in diameter and and 6mm
long?’. These recommendations were observed in this study

The influence of the use of bisphosphonates in ampldentistry has been
exhaustively research at present, with both sysf&rff] and local use by means of
direct application in the surgical alveotti®??® or by immobilization of the
medication on the implant surface®!®'%?! |n this study, the proposal of local
application of bisphosphonate was justified by theéntion to benefit from its
biomodulating influence on osseointegration withdwawever, suffering the possible
systemic effects of this drfig". This was done, considering that locally applied
bisphosphonate remains concentrated on the tigsoesd the application, and is not
systemically distributet.

The test implants were inserted immediately aftecal application of a
bisphosphonate gel. Some studies have analyzetb¢heé influence of this drug on
osseointegration by means of applying it in therfaf a solutioh®?*?* The choice of
the presentation in gel form was due to the cdenao contain the drug in the surgical
alveolus, and keep it in contact with the bone svalliring implant placement. The
intention was to prevent bias in case the resutt®wqual in the two groups: due to the
possibility of the drug not being really tested &ngse it had completely extravasated.

The gel formulation applied in this test meticulgusllowed the one described
by Reddy and Kumat, of which the properties were adequately testedlaAesult, the

authors reported that sodium alendronate was umijodistributed throughout the
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content of the gel, and did not demonstrate chdmgeection with the excipients of the
formula. The gel presented adequate viscositgfp@tication by means of syringes, and
the not favor the growth of microorganisms after inge sterilized.
This gel, tested in humans in periodontal theramg shown to have a powerful effect
on the inhibition of bone resorption and increasbone neoformation.

According to Fleiscff, non nitrogenated bisphosphonates, such as etitron
and clodronate, require very high doses in ordeattain the potential of resorption
inhibition; indeed, the same doses as those that paysiological mineralization. The
development of nitrogenated bisphosphonates, athencase of alendronate, has
resolved this problem: the are compounds up toOLGhOre powerful in resorption, but
with the great difference in inhibition of minewtion, and have been shown to be
more adequate for purposes such as helping wathoastegration, for example.

However, in a recent publication, Manzano-Morestoal®® affirmedthat low
doses of the nitrogenated bisphosphonates researangong them alendronate, are
capable of exerting their effect on osteoblasterialg their physiology and diminishing
their bone formation capacity by inhibiting theifferentiation and maturation, which
may explain the harm to the reparative capacityhelse cells. This harm to bone
remodeling would be an explanation for the worsseostegration results with the
local application of sodium alendronate found iis gtudy.

Furthermore, by means of histomorphological analitswas demonstrated that
the implants inserted were exclusively located antical bone tissue, because of the
characteristics of the animal model used. Cuair&af®, after 8 weeks, observed
significantly more cortical bone around the imp$aof the control group than around
those in which bisphosphonate was applied, conttaryhe situation observed in

trabecular bone. The authors concluded that bigftorsate would have a positive
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effect on trabecular bone and a negative effeatastical bone. This fact corroborates
the negative removal torque results for the bisphosate group in the present study.

When dental implants are inserted in bone tissamadje is caused to this tissue
by the use of the burs indicated, and bone micctidras and necrosis may be generated
in the entire adjacent tissue area. This damaged bgsue must be remodeled by
events of resorption and neoformafibn According to Russelet af®, the
bisphosphonate injected is expected to cause tidnbor restriction of osteoclastic
activity. Since osteoblastic activity is closelglated to osteoclastic activity, it is
reasonable to assume that bone remodeling couldabwved by the presence of this
drug in these conditiofs This could explain the significantly worse
histomorphometrical and visibly altered histomorplgacal results found in the group
tested in this research.

The study of Jakobsest af® tested the osseointegration of endosseous implants
inserted with a gap of 2.5mm, which was filled wéth allogenous graft imbibed in a
bisphosphonate, in different concentrations. Inrthesults, both the control and the
group with a low concentration of bisphosphonatd batter fixation when compared
with the other groups; while the group with thehH@gt concentration had the highest
potential for inhibiting bone resorption. Thus) ecrease in the fraction of bone
volume canto be correlated with an increase in bidmnical fixation. This contrast
clearly indicates that the beneficial effect of tihreig is dose-dependent, and that the
unfeasible maintenance of bone tissue may nottresihe expected objective, since
bone remodeling fundamentally requires the effécesorption in order to occur.

The relevant literature, although vast, does netatandardized methodology for
comparison of results, and varies both in the typbeisphosphonate used and in the

form of presentation, administration pathway, animadel, secondary variables and
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evaluative tests. It is important to point outttSéadelmanret af’ developed a model
of bone remodeling around implants, carriers ofplbasphonates for local release,
taking into consideration the mechanical stimuldisthe drug, in order to obtain a
predictable result. The authors related that ajhothe present scientific results are
based on empirical choices, it is possible to obtaredictability if the type of
bisphosphonate, dose and animal model adoptedtalaa into consideration.

Visibly there is contrast between the results foumdurrent literature and those
reported in this study. The large majority of saslithat tested local application of
bisphosphonates reported there was improvementiptant fixation with an increase in
peri-implant bone density*>1018192123 ysitive results ostoblastic cell activity”
increase in primary stability?®> and a greater degree of bone-implant cofitatf®
However, it is believed that this may be due taibligation bias, favorable to positive
results in the group tested. It is important fot sdientific reports, without any
distinction whatever, based on correctly desigriadiss, to be published in periodicals
of the highest impact factor, so that all the infation with respect to a product tested
may be accessed by the largest possible numbegasions. In addition this would
facilitate analysis by researchers who seek to wcindystematic review and meta-
analyses about the subject.

In this study, both the evaluation of removal t@@nd the histomorphometric
and histomorphological analyses showed worse gedait the group in which drug
intervention was performed. This coherence amorgbtbmechanical and histological
findings reinforces the results as a whole andhéshasis of the conclusion generated.
However, it is important to point out that this wagre-clinical study, in which only
one type of bisphosphonate was tested in a singheentration, punctually after 4

weeks,in vivo. A great deal remains to be elucidated on thisesmpparticularly with
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respect to the applicability in humans, since tliaal scenario has as yet been little
explored in the current scientific literature.

The methodology used for conducting this experimstiairting with the analyses
performed, allows one to conclude that the localliegtion of sodium alendronate gel
harmed the osseointegration of titanium implangtailhed in rabbit tibias, confirming
the null hypothesis. The local application of tldsug acted in diminishing the
percentage of bone-implant contact and maximum vahtorque values, in addition to

having a visibly negative influence on bone remimaehround the implants inserted.
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TABLES

Table 1. Maximum removal torque according to grand results of comparative test.

Group Mean SD Median Minimum Maximum N p
Control 17.86 5.15 17.9 10.1 25.3 10 <0.001
Test 8.73 2.86 7.9 5.9 14.2 10 '

Table 2. Description of percentages of bone-implaortact for each examiner, and

result of reproducibility between examiners.

0
Examiner Mean SD N cCl IC (95%) Repeatability
Lower  Upper
1 17,2 10,6 30
2 172 101 30 093 0,985 0,997 0,90

Table 3. Description of bone-implant contact aceaydo group evaluated by Examiner

1, and result of comparative test.

Group Mean SD Median Minimum Maximum N p

Control 2455 859 23,25 11,33 48,08 15
Bisphosphonate 9,77 6,53 9,00 2,06 26,33 15

<0,001
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CAPTION TO ILLUSTRATIONS

Figure 1 - Local application of bisphosphonate getl b) immediate insertion of

titanium implant.

Figure 2 — Positioning the implants in tibial coali and medullary bone. Magnification

20X.

Figure 3 — Bone-implant interface of control group cortical bone region,
demonstrating more intense bone activity closehimplant body, with presence of
recently formed bone (region with more intense Goly), voluminous osteocytes in
wide gaps (--) and large and voluminous osteoblastcontact with the implant

surface(+). Magnification 40X.

Figure 4 — Bone-implant interface of the test grdopthe cortical bone region,
demonstrating low bone activity located almost anlghe region at the top of spirals,
and most cervical region of the implant, with prese of granular tissue filling the

space between spirals (+). Magnification: 40X.

Graph 1 - Bland-Altman Graph of measurements betvegaminers.
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Patient confidentiality

Patients have a right to privacy. Therefore identifying information, including patients' images,
names, initials, or hospital numbers, should not be included in videos, recordings, written
descriptions, photographs, and pedigrees unless the information is essential for scientific
purposes and you have obtained written informed consent for publication in print and electronic
form from the patient (or parent, guardian or next of kin where applicable). If such consent is
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Language Editing Services
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Presentation of Manuscripts

General points

Papers should be submitted in journal style. Failure to do so will result in the paper being
immediately returned to the author and may lead to significant delays in publication. Spelling
may follow British or American usage, but not a mixture of the two. Papers should be double-
spaced with a margin of at least 3 cm all round. Each line must be numbered.

Format
Observational or Case Cohort Studies, as well as Case Series must be presented in
conformance with STROBE guidelines: z+www.strobe-statement.org

Randomized Controlled Trials must be presented in conformance with CONSORT guidelines:
F+WWW.consort-statement.org

Systematic Reviews and Meta-Analyses must be presented according to PRISMA guidelines:
HWww.prisma-statement.org

Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate page:

- title page

* abstract

e text

* acknowledgements

* references

o tables

« captions to illustrations.

Please note that the qualifications of the authors will not be included in the published paper and
should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page

The title page should give the following information: e title of the article

« full name of each author

* name and address of the department or institution to which the work should be attributed

* name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author

responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be sent

« sources of support in the form of grants

 key words.

If the title is longer than 40 characters (including spaces), a short title should be supplied for use
in the running heads.

Abstract
200 words maximum. Do not use subheadings or abbreviations; write as a continuous
paragraph. Must contain all relevant information, including results and conclusion.

Text

Please ensure that the text of your paper conforms to the following structure: Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion. There is no separate Conclusion section. There
should be no mention of the institution where the work was carried out, especially in the
Materials and Methods section.

Introduction

« Present first the nature and scope of the problem investigated

« Review briefly the pertinent literature

« State the rationale for the study

« Explain the purpose in writing the paper

« State the method of investigation and the reasons for the choice of a particular method
*; Should be written in the present tense

Materials and Methods
« Give the full details, limit references ¢ Should be written in the past tense ¢ Include exact
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technical specifications, quantities and generic names ¢ Limit the number of subheadings, and
use the same in the results section « Mention statistical method ¢ Do not include results in this
section

Results

* Do not describe methods

 Present results in the past tense

 Present representations rather than endlessly repetitive data

 Use tables where appropriate, and do not repeat information in the text

Discussion

« Discuss - do not recapitulate results « Point out exceptions and lack of correlations. Do not try
to cover up or 'fudge’ data « Show how results agree/contrast with previous work ¢ Discuss the
implications of your findings ¢ State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the nature of the paper.
They should be kept to a minimum and may be removed by the Editors. Normally 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.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state the test or other
analytical method applied, basic descriptive statistics, critical value obtained, 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 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 should be
numbered with superscript numerals inside punctuation: for examPIe "Kenneth and Cohen™*
showed..."; "each technique has advantages and disadvantages®*>." Citations in the text to
papers with more than two authors should give the name of the first author followed by "et al.";

for example: "Wang et al*” identified...”

All references cited in the text must be included in the list of references at the end of the paper.
Each reference listed must include the names of all authors. Please see section "Article Types"
for guidance on the maximum number of reference for each type of article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus (see www.nIlm.nih.gov.uk) .
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When citing papers from monographs and books, give the author, title of chapter, editor of book,
title of book, publisher, place and year of publication, first and last page numbers. Internet
pages and online resources may be included within the text and should state as a minimum the
author(s), title and full URL. The date of access should be supplied and all URLs should be
checked again at proof stage.

Examples:

Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in outpatient oral
surgery. J Oral Surg 1971: 29: 472-476.

When citing a paper which has a Digital Object Identifier (DOI), use the following style: Toschka
H, Feifel H. Aesthetic and functional results of harvesting radial forearm flap. Int J Oral
Maxillofac Surg 2001: 30: 45-51. doi: 10.1054/ijom.2000.0005
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Saunders, 1971: 201-220.
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Tables

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in the form 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 appear above each table,
with any footnotes suitably identified below. Care must be taken 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.
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the lettering should be appropriate, taking into account the necessary size reduction.
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conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please
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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
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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
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