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RESUMO

Cirurgias de retalho mucoperiésteo (CRM) sao rotineiramente realizadas na
odontologia para acesso ao 0sso alveolar. Com a realizagdo de CRM, alguns
efeitos indesejados, incluindo a perda éssea alveolar (POA), séao frequentes e
podem causar um impacto negativo na reabilitacdo oral. Diversos estudos em
roedores vém sendo desenvolvidos focados na prevengdo da POA. O
raloxifeno € uma droga indicada no tratamento da osteoporose, pois inibe a
perda 6ssea. O objetivo deste estudo foi avaliar se o raloxifeno previne a POA
induzida por CRM e avaliar se existem diferencas na POA em relagdo ao
tempo (i.e. 10 ou 21 dias apdés CRM). Foi realizada CRM na face vestibular,
lado esquerdo (VE) em mandibulas de 40 camundongos CF1 Mus domesticus,
divididos em dois grupos: experimento (injecées diarias de raloxifeno 3mg/Kg)
e placebo (injecdes diarias do veiculo). O lado direito (VD) foi usado como
controle. A eutanasia dos animais foi realizada sob anestesia 10 e 21 dias apés
a CRM. As mandibulas foram removidas, limpas e coradas com azul de
toluidina. Imagens digitais foram capturadas em microscépio e entdo, medidas
da POA foram realizadas por um examinador cego, como area de superficie de
raiz exposta (mm?® usando um software de andlise de imagens. O teste-t
Student foi utilizado para comparacdo de médias entre os grupos controle e
teste e placebo e experimento. A VE mostrou perda significativamente maior
(p<0,01) quando comparada a VD. Nao houve diferenga significativa em
relacdo a POA entre os grupos experimento e placebo independente do lado,
da face e do tempo experimental. Além disso, ndo foi possivel observar
diferenca na POA em relacdo ao tempo de tratamento. Os resultados sugerem
que estudos de POA podem ser conduzidos em camundongos reduzindo-se o
tempo experimental. Os resultados também sugerem que o raloxifeno, neste
modelo experimental, ndo reduz a POA que segue CRM.

Palavras Chave: perda 6ssea alveolar, raloxifeno, camundongos.



ABSTRACT

Mucoperiosteal flap surgeries (MFS) are largely used in Dentistry to access
alveolar bone. By performing MFS, some undesirable effects, including alveolar
bone loss (ABL), are frequent and may impact negatively on oral rehabilitation.
Several studies in rodents have been performed with focus on preventing ABL.
Raloxifene is a drug used in osteoporosis treatment, acting on the inhibition of
bone loss. The aim of this study were to evaluate if raloxifene prevented MFS
induced ABL and to evaluate if there were differences in ABL regarding the time
(i.e. 10 or 21 days after MFS).MFS was perfomed on the buccal aspect of the
left side of the mandible in 40 CF1 Mus domesticus mice, divided into two
groups as follows: experimental (raloxifene injected daily) and placebo (vehicle
injected daily). The buccal aspects of right mandibles were used as controls.
Animal were killed under anesthesia 10 or 21 days after MFS. Mandibles were
removed, defleshed, stained with toluidine blue. Digital images were captured
and then ABL was measured as the exposed root surface area (mm2). Blinded
measurements were performed using a computer-assisted image analysis
system. The Student teste-t was performed for comparison between averages
of control and test groups, as well as placebo and experiment. The left side
area showed significantly higher loss(p<0.01) compared to the right side area.
There was no significant difference in respect to ABL between experiment and
placebo groups, independent of the side, face and experimental time. Moreover,
no difference was observed in ABL regarding time of treatment. The results
suggest that alveolar bone loss studies could be conducted in mice reducing the
time of the experiment. The results also suggest, in this experimental model,
that raloxifene does not reduce ABL followed by MFS.

Key Words: alveolar bone loss, raloxifene, mice
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1 INTRODUCAO



O tecido 6sseo pode ser considerado uma estrutura muito plastica
apesar da sua dureza e resisténcia as pressoes, na medida em que é capaz de
remodelar sua estrutura interna em resposta a modificacdes provocadas pelas
forcas a que esta submetido (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; LAM, 1960).

Em circunstancias normais, massa e volume 6sseo sdo mantidos
por meio do continuo remodelamento 6sseo em que um processo de constante
reabsorcao e aposicao acontece (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; MARX e
GARG, 1998). Contudo, existem alguns fatores que podem levar ao
desequilibrio desta condicdo, e se a aposicdo ndo ocorre de maneira a
compensar a agao osteoclastica, ocorre a reabsorcao 6ssea. Segundo Budtz-
Jdrgensen (1999) os fatores envolvidos na reabsorcao 6ssea alveolar podem
ser locais e/ou gerais.

Na Odontologia, um fator local que merece destaque € a
exposicdo cirurgica do o0sso, na medida em que é um procedimento
corriqueiramente executado. Sabe-se que o0s descolamentos de retalho,
necessarios para a exposicao do tecido ésseo, desencadeiam um processo de
remodelacdo déssea por estimulo da atividade osteoclastica (YAFEE et al.,
1994, YAFEE et al., 1995, STAFFILENO, WENTZ e ORBAN, 1962).

A reabsorcao éssea alveolar é indesejada, pois pode influenciar
negativamente o sucesso do tratamento reabilitador com proteses fixas ou
removiveis comprometendo a estética e a funcdo (ATWOOD, 2001). Portanto,
um meio de prevenir esta reabsorcao éssea tem sido um constante objeto de
pesquisa.

Inimeros experimentos, em roedores (ratos, camundongos),
foram realizados em um tempo experimental de 21 dias, para avaliar a perda
O0ssea alveolar (POA) ou mesmo testar farmacos que possam prevenir a
mesma (YAFFE et al., 1995; YAFFE et al., 1997; BINDERMAN et al., 2000;
KAYNAK et al.,2000; KAYNAK et al., 2003; RIVALDO, PADILHA, HUGO,
2005). No entanto, nos intriga a possibilidade da realizacao de pesquisas em
menor tempo experimental na medida em que ha evidéncias de maxima
proliferacao de osteoclastos 10 dias apés CRM. (GREVSTAD, BOE, 1995).

Drogas de aplicacado sistémica ou local como os bifosfonatos,

doxiciclina e a tetraciclina tiveram seus efeitos demonstrados na inibicdo da
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POA (YAFFE et al, 1995; YAFFE et al, 1997; YAFFE et al, 2000;
BINDERMAN et al.,, 2000; KAYNAK et al., 2003, YAFFE et al, 2003;
GREVSTAD, 1993; GREVSTAD, BOE,1995), no entanto a industria
farmacéutica vem buscando novas alternativas com intuito de prevenir esta
reabsor¢do com o minimo de efeitos colaterais. Assim, foi desenvolvido o
raloxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio da classe dos
benzotiofenos. Este farmaco tem demonstrado ser eficaz na prevencao da
perda 6ssea em roedores, por meio da inibicdo da reabsorcao O6ssea e do
remodelamento (BLACK et al, 1994; EVANS et al, 1994; ERLANDSSON et al,
2002), no entanto nenhum destes estudos demonstrou a agédo do raloxifeno
nos 0ssos maxilares.

Prevenir a perda éssea alveolar € importante. Os resultados
obtidos com a utilizacao do raloxifeno sao promissores (BLACK et al, 1994;
EVANS et al, 1994; WALSH et al, 1998; ERLANDSSON et al, 2002; BROULIK,
BROULIKOVA, 2007) e sugerem a indicacdo deste quando a reabsorcao 6ssea
alveolar é esperada. A possibilidade de reducao de custos e do tempo na
condugao de pesquisas que envolvem esta problematica também é bastante

atraente.

15



16

2 REFERENCIAL TEORICO



2.1 O Tecido Osseo

O metabolismo e fisiologia do tecido 6sseo estdo relacionados a
trés tipos celulares: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (KATCHBURIAN e
ARANA, 1989; MEGHJI, 1992). Os osteoblastos estao associados ao processo
de osteogénese e produzem moléculas da matriz organica do 0sso cujo
componente mais abundante € o colageno do tipo I. Por esta razdo, essas
células apresentam caracteristicas ultra-estruturais tipicas da sua funcao, isto
€, a sintese e secrecdo de macromoléculas da matriz. Os osteoblastos, quando
nao estdo formando matriz, sdo células de revestimento 6sseo, podendo voltar
a sintese e secrecdo de matriz se houver necessidade de nova formagao
O6ssea. Também funcionam como receptores e transmissores de sinais para
remodelacdo (KATCHBURIAN e ARANA, 1989).

O ostedcito € um osteoblasto maduro dentro da matriz 6ssea,
sendo responsavel pela sua manutencao, é a célula mais abundante do osso.
O papel preciso dos ostedcitos ainda é incerto. Existe a possibilidade destas
células estarem envolvidas na regulacdo biomecanica da estrutura e massa
ossea (NIJWEIDE et al., 1996).

Os osteoclastos, histologicamente, aparecem como células
gigantes multinucleadas e sado responsaveis pela reabsorcdo dos tecidos
mineralizados como o0 0sso, a dentina e as cartilagens. A reabsorcdo dos
tecidos mineralizados é obrigatoria para a maturacdo normal do esqueleto,
incluindo o crescimento e o remodelamento 6sseo, bem como a erupcao
dentaria. No entanto, tem sido discutido que a necessidade da reabsorcao
Ossea é oriunda da importancia de se manter a homeostase do calcio e da
hematopoiese e que estas células de reabsorcao teriam sido, originalmente,
desenvolvidas para apoio destas funcdes vitais (STEIN et al., 1996). Acredita-
se que os progenitores dos osteoclastos sdo de origem hematopoiética, talvez
da linhagem mondcito-fagocitica, sendo estes recrutados de tecidos
hematopoiéticos como a medula 6ssea, via sangue circulante (KATCHBURIAN
e ARANA, 1989; SUDA, UDAGAWA, TAKAHASHI, 1996).

Apesar de aparentemente inerte, o 0sso é um tecido vivo e
dindmico, que exerce as funcdes basicas de prover a integridade mecanica

para a locomocao e protecido e de mediar rotas metabdlicas associadas a
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homeostase mineral. Ao longo da vida, fenbmenos simultaneos de reabsorcao
e aposicao 6ssea constituem o processo de remodelagdo do osso cortical e do
esponjoso (GUYTON, 1977; NEVES, 2001). Assim, aproximadamente 0,7% do
esqueleto humano € reabsorvido diariamente e substituido por 0sso novo. Um
remodelamento de todo o esqueleto se da em cerca de 142 dias (MARX,
GARG, 1998).

E provavel que a principal razdo para a ocorréncia deste processo
seja a de capacitar o0 0sso a responder e se adaptar ao estresse mecanico. O
remodelamento também permite ao osso reparar micro fraturas, mantendo
assim sua dureza, e participar do metabolismo mineral sérico (OTT, 1996). A
velocidade de reabsorcdo e a velocidade de formacado 6ssea sdo iguais, de
modo que a massa 0ssea total permanece constante. Em estados patolégicos,
ocorre um desequilibrio, prevalecendo um dos processos (BEZZERRA,
LENHARO, 2002).

Padenphant e Engel (1987) avaliaram 24 locais diferentes no
esqueleto e observaram grandes variacoes regionais na formagdo oOssea, e
assim levantaram a hip6tese de que o remodelamento 6sseo é sitio especifico.
Outros estudos confirmam esta hipbtese ao demonstrarem que 0S 0Ss0s
maxilares apresentam um comportamento diferente frente aos diversos
desafios sistémicos quando comparados aos demais 0ssos do esqueleto
(MORIYA, ITO, MURAI, 1998; VERNA, MELSEN, MELSEN, 1999; LINDH,
OBRANT, PETERSON, 2004; DRAGE et al., 2007).

Drage et al (2007) investigaram se ha uma relagdo entre a
densidade mineral 6ssea (DMO) dos maxilares (mandibula e maxila) e outros
locais do esqueleto, para tanto avaliaram exames de absorptometria de energia
dual de raios-x observando a espinha lombar, quadris, mandibula (ramo, corpo
e sinfise) e regido anterior de maxila de pacientes edéntulos. Concluiram que a
observacdo da DMO de diferentes ossos do corpo ndo pode ser usada para
predizer a DMO nos maxilares.

2.2 Perda 6ssea Alveolar

O osso alveolar, em conjunto com o ligamento periodontal e fibras

colagenas compdem o periodonto de sustentacao (KATCHBURIAN e ARANA,
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1989). E formado com a erupcdo dentaria (simultaneamente a formacao do
cemento e do ligamento periodontal) e esta sujeito a um processo de atrofia,
reduzindo-se progressivamente apds a perda dos dentes (TALLGREN, 2003;
ATWOOD, 1971).

Em circunstancias normais o processo de remodelacdo mantém-
se em homeostase, de tal forma que a reabsorcéo é igual a formacéao, e assim,
volume e massa Ossea sao mantidos constantes. Um desequilibrio deste
processo, por razdes fisioldégicas e/ou patolégicas, com reducido na formagao
em relacdo a reabsorcao, leva a perda 6ssea (TORRES, 2002; MARX e GARG,
1998; KATCHBURIAN e ARANA, 1989).

A velocidade da perda dssea alveolar (POA) pode variar de
individuo para individuo, no mesmo individuo em periodos diferentes e no
mesmo periodo de regido para regiao (TALLGREN, 2003; ATWOOQOD, 1971).

Segundo Budtz-jgrgensen, os fatores envolvidos na reabsorcéao
Ossea sao divididos em locais e gerais. Os locais sao: exposicao cirurgica do
0ss0, perda do ligamento periodontal, periodo de edentulismo, carga excessiva
de compressao sobre o rebordo, uso noturno de prétese e instabilidade oclusal.
Entre os sistémicos podemos citar a osteoporose associada ao sexo, a idade e
a nutricdo, bem como a deficiéncia de calcio e vitamina D (BUDTZ-
JORGENSEN, 1999).

Um fator local que merece especial atencdo no ambito da
Odontologia € a exposicao cirdrgica do 0sso, pois este procedimento é
realizado em diversas situagcdes clinicas, seja para obter acesso a superficie
radicular ou no tratamento cirurgico restaurador, periodontal, paraendodéntico,
reabilitador, na colocacdo de implantes e também na remocao cirlrgica de
dentes e/ou processos patoldgicos, entre outros.

A reabsorcao do osso alveolar decorrente da exposicao cirurgica
do mesmo tem sido avaliada em animais de laboratério. Esta reabsorcao é
denominada de Fen6meno Regional Acelerado, em inglés, Regional
Accelerated Phenomenon (RAP) (FROST, 1989; FROST, 1989).

Este fenbmeno foi observado apds cirurgias ortopédicas em
ossos longos (FROST, 1989; FROST, 1989) e ap6s cirurgia de colocagao de
implantes (ROBERTS et al., 1987; ROBERTS, 1988). Yaffe, Fine e Binderman
(1994) investigaram se o RAP acontece seguindo cirurgias de retalho no osso
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mandibular de ratos Wistar, e se este fenbmeno poderia causar irregularidades
no osso alveolar. Retalhos mucoperiésteo foram realizados e o reparo tecidual
foi monitorado usando micro-radiografias de alta resolugdo de raios-X.
Observaram que o fenbmeno ocorre, havendo remodelagdo do osso cortical
com a maior reabsorcao detectada aos 21 dias pds-cirdrgicos.

Wood et al (1972) avaliaram a resposta dssea frente a cirurgias
de retalho de espessura total e parcial. Utilizando um dispositivo metalico com
marcacgdes puderam acompanhar as alteragdes dimensionais da crista éssea
alveolar e observaram que ha uma perda de altura estatisticamente
significativa.

Como é sabido, a realizagdo de CRM com abordagem coronal
causa grande reabsorcdo do o0sso alveolar, Binderman et al. (2001)
observaram se a abordagem apical provoca efeitos similares na POA. Foram
realizadas cirurgias em mandibulas de 18 ratos Wistar de maneira que para um
grupo a técnica de escolha foi abordagem coronal com incisdo na altura da
gengiva marginal, e para outro grupo optou-se pela abordagem apical na altura
do apice das raizes dos molares inferiores. Analises micro-radiograficas em
secgles transversais na altura dos molares, bem como a avaliagao histologica,
mostraram nao haver POA significante na abordagem apical. Os resultados
deste estudo sugerem a necessidade da interrupcéo da integridade da gengiva
marginal para que a POA seja desencadeada.

Al-Rasheed e colaboradores (2003) buscaram um modelo em
animais para estudar a POA. Camundongos machos com deficiéncia de
interleucina-10 e normais foram utilizados. Ao completar sete meses, 0s
animais foram mortos e as hemi mandibulas medidas para POA. Os resultados
permitiram concluir que camundongos com deficiéncia de interleucina-10
perdem de 30 a 40% mais 0sso alveolar que os normais. Os autores sugerem
estes como modelo para estudos de POA.

Com este mesmo objetivo Rivaldo, Padilha e Hugo (2005)
realizaram CRM em camundongos machos, fémeas paridas e fémeas sem
paricdo com 3-, 6-, 9- e 12 meses e entdo 21 dias apds a intervencéo, a POA
foi medida como a 4area de raiz exposta (mm?. Os resultados obtidos
sugeriram que camundongos com 3 meses de idade independente do sexo e
paricado podem ser um modelo util para estudos de POA e envelhecimento.
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A escolha adequada da metodologia para avaliagdo da POA é
imprescindivel, portanto alguns estudos foram desenvolvidos dentro deste
campo. A comparacao de duas técnicas de medicdo da POA em roedores foi
realizada por Hilgert et al. (2002) que verificaram excelente confiabilidade das
técnicas ponto a ponto e de area delimitada.

Com o objetivo de determinar a reprodutibilidade de um
dispositivo posicionador e de um método de medicao de area de POA, Rivaldo
et al (2007) realizaram um estudo em hemi mandibulas de camundongos.
Foram fabricados dois dispositivos posicionadores, um para a face lingual e
outro para a face vestibular, para que as hemi mandibulas pudessem ser
mantidas em posicdo padronizada. Dois examinadores cegos fizeram as
medidas de area radicular exposta e o0s resultados indicaram que a
metodologia para avaliagdo da area de POA e o dispositivo posicionador

representam técnicas Uteis para estudo em camundongos.

2.3 Farmacoterapia na Perda d6ssea Alveolar

A reabsorcao 6ssea que ocorre durante o processo de reparo
apdés CRM é um processo irreversivel, portanto a utilizacdo de drogas na
prevencao e/ou minimizacdo da POA tem sido um constante objeto de
pesquisa. (GREVSTAD, 1993; GREVSTAD , BOE, 1995; YAFFE et al., 1995;
YAFFE et al., 1997; YAFFE et al., 1999, BINDERMAN, ADUT, YAFFE, 2000;
YAFFE et al., 2000; KAYNAK et al, 2003; YAFFE et al., 2003).

Os bifosfonatos sdo compostos sintéticos largamente utilizados
para o tratamento de perda Ossea sistémica por processo de deplecao de
estrogénio (RODAN, 1998). Assim, Yaffe et al. (1997) exploraram a eficacia
deste medicamento e relataram redugao significativa na reabsorcéo ativada por
CRM ao avaliarem secgdes vestibulo-linguais de micro-radiografias de alta
resolucdo, no entanto quando mediram a area de 0sso entre a jungcao cemento
esmalte (JCE) e o apice radicular os valores foram similares entre os animais
tratados com o medicamento e aqueles que receberam solucéo salina.

A eficacia do alendronato também j& foi investigada. Os

resultados obtidos a partir de anélises histolégicas sugeriram que este farmaco
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¢é eficaz na inibicao da perda éssea (YAFFE et al., 2003; KAYNAK et al., 2003).
Menezes et al. (2005) avaliaram a ag¢do deste medicamento na POA, induzida
por ligaduras, medindo a distancia entre a ponta de cuspide e 0 0sso alveolar
em molares inferiores de ratos, e observaram a inibicao da reabsorcao 6ssea
alveolar.

Binderman, Adut e Yaffe (2000) investigaram a acéao da aplicacao
local de alendronato em reduzir a POA testando colocacgéo no sitio cirdrgico ou
na submucosa das bochechas no lado oposto. Assim, realizaram cirurgia de
retalho mucoperiésteo em 128 ratos Wistar e aplicaram o medicamento/
placebo dividindo os animais em grupos de mesmo tamanho. A analise da POA
foi realizada por micro radiografias em sec¢des mésio-distais e permitiu que os
autores concluissem que a aplicacao topica de alendronato no momento da
cirurgia reduz a perda 6ssea em procedimentos que envolvem cirurgias de
retalho mucoperiésteo.

Ao ser associado a tetraciclina, este farmaco também se mostrou
eficaz na redugcao de POA, sugerindo um efeito sinérgico quando combinados
(YAFFE et al., 2003).

A influéncia da aplicagéo sistémica de doxiciclina no recrutamento
de osteoclastos induzidos cirurgicamente por retalho mucoperiésteo foi
avaliada por Grevstad e Boe (1995) em 50 ratos. Por meio de analise
microscépica observaram que a administracao sistémica de doxiciclina retarda
a colonizagéo inicial e subsequente recrutamento de osteoclastos.

Apesar de terapias nao-hormonais para prevenir a perda 6ssea
em mulheres na menopausa, como os bifosfonatos e alendronatos, terem sido
recomendadas como substitutas efetivas da terapia de reposicdo hormonal,
estes agentes farmacol6gicos geralmente requerem tabelas de doses rigorosas
devido a variedade de complicagdes gastrintestinais (LIBERMAN et al., 1995),
além disso, tem sido observado um risco associado a osteonecrose dos
maxilares (RUGGIERO , 2004). Cuidados com a saude oral reduzem esta
incidéncia, no entanto, a prevengdo completa ainda nao é possivel (MARX et
al.,2005).
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2.3.1 O Raloxifeno

A industria farmacéutica vem buscando novas alternativas com
intuito de prevenir a reabsor¢gdo com o minimo de efeitos colaterais. Assim, foi
desenvolvido o modulador seletivo do receptor de estrogénio (SERM).

Por definicdo, o SERM exerce acado agonista ao estrogénio em
alguns tecidos alvo enquanto, em outros, age com atividade antagonista. O
primeiro SERM vastamente utilizado foi o tamoxifeno, que possui atividade
agonista nos tecidos mamarios, mas mostra uma atividade semelhante ao
estrogénio em outros tecidos (MUCHMORE, 2000).

Em Janeiro de 1998, o raloxifeno, um derivado de benzotiofeno
nao esteroidal, foi aprovado pela FDA USA para a prevencao da osteoporose
pds-menopausa. Apesar deste medicamento compartilhar do mesmo potencial
na prevencgao do cancer de mama, possui um perfil distinto do tamoxifeno e do
estrogénio. Este SERM reduz o remodelamento 6sseo de forma comparavel a
observada no tratamento com estrogénio (HEANEY, DRAPER, 1997) e
aumenta a massa 0ssea axial e apendicular, além de reduzir significativamente
as taxas de fratura vertebral em 38-2% apdés 24 meses de tratamento
(ETTINGER et al., 1999). Assim como acontece com o0 uso de estrogénio, o
raloxifeno reduz o colesterol circulante e as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (WALSH et al., 1998).

Evans et al. (1994) observaram a acdo do raloxifeno na
mensuracgao estatica e dindmica do osso cortical e esponjoso em ratos. Apds o
periodo experimental puderam concluir que o raloxifeno foi efetivo na
manutencao do volume e na redugao da reabsorcdo do 0sso esponjoso.

A partir de um ensaio clinico randomizado com 7705 mulheres na
pds-menopausa, Ettinger et al (1999) concluiram que o raloxifeno aumenta a
DMO na espinha e no pescoco do fémur e reduz o risco de fratura vertebral. As
avaliagdes foram feitas por meio de radiografias, entrevistas e da observacao
da DMO ap6s 36 meses. As voluntarias usaram raloxifeno 60mg/dia ou
120mg/dia ou placebo, além de suplemento de célcio.

Broulik e Broulikova (2007) testaram a hip6étese de que o
raloxifeno tem efeito protetor na perda 6ssea em camundongos machos. Os
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resultados demonstraram por meio da avaliacao do fémur que o medicamento
previne a redugcdo da DMO.

As alteracbes induzidas pelo raloxifeno no sistema esquelético de
ratos machos foram similares aquelas induzidas pela droga em fémeas
ovariectomizadas na investigacao realizada por Folwarczna et al. (2007). Estes
autores avaliaram a acao do raloxifeno (5mg/Kg diariamente por 4 semanas)
em o0ssos do fémur e tibia de ratos por meio de analise histolégica e medidas
histomorfométricas.

Com o objetivo de identificar agdes diretas e/ou indiretas deste
composto as células do tecido ésseo foram feitas avaliagdes quanto ao
mecanismo sob o qual é mediada, in vitro, a regulacdo de osteoblastos e
osteoclastos. Foi possivel demonstrar que o raloxifeno modula a homeostase
Ossea in vitro, por meio da inibicao da osteoclastogénese e reabsorcao 6ssea e
estimulando a proliferacado de osteoblastos e expresséo de colageno I, inibicao
na expressdo de IL-1B e IL-6 (TARANTA et al., 2002).

Os resultados obtidos com o uso do raloxifeno sdo promissores,
mas vale ressaltar que os estudo disponiveis foram realizados a partir da
avaliacdo de ossos do quadril, fémur e da espinha lombar em humanos
(ETTINGER et al., 1999; WEINSTEIN et al., 2003; MORII et al., 2003) ou em
tibia e fémur de roedores (EVANS et al, 1994; BLACK et al., 1994;
ERLANDSSON et al.,, 2002; FOLWARCZNA et al., 2007; BROULIK,
BROULIKOVA, 2007). Sugere-se investigacdes no que se refere a indicagao
destes quando se espera a reabsorcao 6ssea alveolar.
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3 PROPOSICAO



Os objetivos deste estudo foram:

a) Avaliar se o raloxifeno é eficaz na prevencao da perda éssea alveolar
induzida por cirurgia de retalho mucoperiosteo em um modelo
experimental com camundongos.

b) Avaliar se existem diferencas na perda 6ssea alveolar em relacédo ao
tempo experimental (10 e 21 dias apdés a cirurgia de retalho

mucoperiosteo).
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RESUMO

Plano de fundo: Cirurgias de retalho mucoperiésteo (CRM) sdo realizadas para acesso
ao osso alveolar e a raiz dentdria em diversas situagcdes clinicas, mas se sabe que este
acesso provoca estimulo da atividade osteocldstica e conseqiiente reabsor¢dao Ossea
alveolar. O raloxifeno é um farmaco agonista ao 0sso € vem mostrando inibir a perda
O0ssea. O objetivo da presente investigacdo foi avaliar a eficicia do raloxifeno na
reabsor¢do Ossea alveolar associada a CRM usada como modelo reabsortivo.

Métodos: Foi realizada CRM na face vestibular do lado esquerdo (VE) em mandibulas
de 40 camundongos CFl1 Mus domesticus, machos, divididos em grupos iguais:
experimento - recebeu injecdes didrias de raloxifeno 3mg/Kg e placebo - recebeu
injecdes didrias do veiculo. O lado direito das mandibulas (VD) foi usado como
controle. Os grupos foram subdivididos de acordo com o tempo de experimento, e
entdo foi realizada a eutandsia completados 10 e 21 dias a partir da cirurgia. As
mandibulas foram separadas ao meio, limpas e coradas para observacdo em
estereomicroscopio. Imagens digitais foram obtidas e a drea de perda 6ssea alveolar foi
medida (mmz) em um software de andlise de imagens.

Resutados: Em relacdo a perda dssea, a VE mostrou perda significativa (teste-r Student;
p<0,01) quando comparada a VD em ambos os grupos. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos experimento e placebo, independente do lado, da face e do
tempo de uso do farmaco.

Conclusao: O raloxifeno nio € efetivo na inibicdo da reabsor¢do dssea alveolar que
segue CRM em camundongos machos.

Palavras Chave: perda éssea alveolar, retalhos cirdrgicos, raloxifeno,

camundongos.
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INTRODUCAO

O osso € uma estrutura viva com imensa capacidade de remodelamento em
resposta a necessidades metabdlicas do corpo. Em circunstancias normais, volume e
massa 6ssea sdo mantidos constantes pelo processo de reabsorcdo e aposicdo '. No
entanto, existem alguns fatores que podem levar a um desequilibrio desta condigdo,
dentre os quais podemos citar a exposicao cirurgica do 0sso.

Na odontologia, o acesso cirtrgico ao osso alveolar € realizado rotineiramente
no tratamento restaurador, periodontal, reabilitador (incluindo colocagdo de implantes),
endoddntico e na remogao cirdrgica de dentes e/ou processos patologicos. Durante este
procedimento dissectivo o peridsteo € separado do osso alveolar, resultando em uma
fase reabsortiva com estimulo da atividade osteoclastica e perda da crista dssea A
fase de maior reabsorcdo ocorre nas trés semanas que seguem a cirurgia em mandibulas
de roedores”.

A redug@o do volume dsseo alveolar pode interferir no sucesso do tratamento
reabilitador com préteses fixas ou removiveis, portanto € vantajoso evitar esta perda
6ssea tecidual®. O uso de drogas de aplicacdo sistémica ou local na prevencdo da
reabsorcdo 6ssea tem sido estudado em animais de laboratério 2.

O Raloxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio (SERM), tem
mostrado um perfil agonista ao esqueleto humano. Age como um anti-reabsortivo,
reduzindo os marcadores bioquimicos do remodelamento Gsseo e preservando a
densidade mineral 6ssea (DMO) na coluna espinhal e pesco¢o do fé€mur, com
significativa reducdo na ocorréncia de novas fraturas, além do que € antagonista aos
tecidos endometriais e mamérios '*'°.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do raloxifeno na reabsor¢do dssea

alveolar usando o modelo experimental de cirurgia de retalho mucoperiésteo (CRM) em

16
mandibulas de camundongos .

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Luterana do Brasil (Canoas-RS). Os animais foram obtidos e mantidos durante a fase
experimental na Fundacdo de Pesquisa em Saude do Estado do Rio Grande do Sul.

Quarenta CF1 Mus domesticus machos pesando em média 30g e com 3 meses de

idade foram utilizados. Todos os animais foram submetidos a CRM e entdo foram
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separados em dois grupos eqiiitativamente distribuidos. O primeiro grupo (experimento
- GE) recebeu injecao do farmaco em experimento e o segundo grupo (placebo - GP)
injecdo do veiculo utilizado na dilui¢do do farmaco.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com dieta padrao e agua
destilada ad libidum. Condicdes padronizadas de luz (ciclo 12 horas claro/ 12 horas

escuro) e temperatura (~20° C) foram mantidas durante todo o experimento.

Procedimento experimental

Os camundongos foram pesados e anestesiados intramuscularmente antes da
cirurgia usando uma mistura de ketamina 100 g/I" + 2% soluc¢do aquosa de 2-(2,6-
xilidina)-5,6- dihidro-4-H-1,3- hidroclorido de xilazina*, em uma propor¢do de 1:1,
numa dose de 1,0 ml/Kg. A mucosa foi separada do osso subjacente apds a incis@o na
gengiva marginal com o auxilio de um pequeno elevador e foi imediatamente
readaptada sem sutura>®'#'%. O retalho mucoperiosteo foi realizado na face vestibular
dos molares inferiores no lado esquerdo em um procedimento que durou
aproximadamente 40 segundos, enquanto o lado direito serviu como controle. Os
animais receberam apenas dgua durante as primeiras 24h para evitar deslocamento do
retalho.

Os camundongos do GE foram tratados com injecdo subcutinea de raloxifeno®
em uma dose didria de 3 mg/Kg dissolvidos em 100 pl de dleo de oliva durante todo o
periodo experimental e o GP recebeu o veiculo (100 pl de 6leo de oliva) diariamente '*
3 Os animais foram pesados todos os dias antes da injecdo das substancia para devida
aplicagdo de dose. A eutandsia foi realizada sob anestesia através de deslocamento
cervical ° em dois momentos distintos: 20 animais (10 de cada grupo) 10 dias ap6s a
cirurgia e 20 animais (10 de cada grupo) 21 dias ap0s a cirurgia.
Sob o aumento de uma lupa cirdrgica’® as mandibulas foram seccionadas ao longo da
linha média , dissecadas e limpas, sendo que todo o material organico foi removido com
hipoclorito de sédio aplicado com uma escova. As pe¢as foram armazenadas em formol
a 10% durante 12 horas '"'°. Cada hemi mandibula foi corada com 1% de azul de
toluidina para evidenciar a area radicular exposta, os limites do esmalte, cemento, e
0ss0, € em seguida, com um estereomicroscépio" sob aumento (x 3.2), luz e posi¢do

padronizada, a imagem foi capturada digitalmente!. Foi utilizado um dispositivo

*Dopalen, Agribrands do Brasil, Paulina, Brasil. §M900, D.F Vasconcelos, Brasil
']'Rompun, Bayer S.A., Sao Paulo, Brasil. Lupa Stemi SV6, Carl Zeiss, Inc, EUA
¥ Cloridrato de Raloxifeno, Eli Lilly, Brasil 1 Pixera Professional, Pixera, San Jose, EUA



angulado para manter as amostras em uma posi¢do padronizada com as cuspides

. . co121
vestibular e lingual no mesmo nivel ~.

Andlise da Perda Ossea

Utilizando um software de andlise de imagens”, um examinador cego e calibrado
realizou duas medidas de cada amostra com um intervalo de uma semana entre elas, o
que possibilitou a obtencao dos dados da reprodutibilidade. A reprodutibilidade intra-
examinador, trans-experimental (intervalo de confianca de 95%), representada pela
média das diferencas entre o par de medidas da POA atingiu, na média, de -0,0296 a
0.0272.

Na face vestibular, a drea para perda Ossea alveolar (POA) foi medida no
primeiro molar, enquanto na face lingual, a drea de POA foi medida no primeiro e
segundo molar usando os pontos de referéncia propostos por Tatakis e Guglielmoni'’ e
modificado por Hilgert et al.*>. A drea de perda 6ssea foi definida como segue:
mesialmente, pela margem mesial [jun¢do cemento esmalte (JCE) ao osso alveolar] da
raiz mesial do primeiro molar; distalmente, pela margem distal (JCE ao osso alveolar)
da raiz distal do segundo molar; coronalmente, por trés pontos em cada um dos molares:
dois pontos definidos pela JCE na mesial e distal e um definido pela posi¢do mais apical
da JCE na superficie do dente; e apicalmente, pela posicdo mais apical do osso alveolar
nas superficies radiculares (Figura 1). Os resultados sdo apresentados em milimetros

quadrados (mmz).

Analise Estatistica

O teste-t Student para amostras independentes foi realizado para averiguar a
diferenca entre as médias de perda dssea entre os grupos placebo e experimento, além
da significativa diferenca entre dreas de perda dssea da vestibular esquerda [VE; teste
(GT)] e direita [VD; controle (GC)] e lingual esquerda (LE) e direita (LD). Todos os
resultados foram considerados significativos no nivel critico de 5%

Estas andlises foram conduzidas com a utilizacdo do software SPSS 12.0 for

Windows®**,

# Image Tool, UTHSCA, Texas, EUA
*#* SPSS Inc. Illinois, USA



RESULTADOS

Foi observada reabsorcdo dssea alveolar evidente trés semanas apés a CRM. A
area de POA no lado operado (VE) mostrou perda significativamente maior (teste-t
Student; p<0,01) quando comparada a VD nos dois grupos apds 10 e 21 dias de
experimento (Tabelas 1, 2 respectivamente).

A perda 6ssea nao variou significativamente comparando o grupo que recebeu o
medicamento com o grupo placebo (Figura 2). Observou-se média de perda 6ssea 10 e
21 dias, respectivamente, apés a CRM (GP x GE) na VE - 0,59 mm?2 (+0,19) ; 0,60 mm?>
(20,23) x 0,62 mm? (£0,29) ; 0,62 mm?: (= 0,39) (p=0,80; p= 0,91), na VD - 0,28
mm?*(% 0,10); 0,41 mm* (0,17) x 0,35 mm” + 0,09; 0,34 mm” + 0,09 (p=0,15; p=0,69),
na LE foi 0,99 mm”* (20,21); 1,05 mm® (£0,27) x 0,94 mm” (£0,17) ; 0,96 mm” (+0,28)
(p=0,61; p=0,47), e para LD 0,93 mm?” (+0,28); 0,93 mm?* (+0,26) x 0,98 mm? + 0,21;
0,98 mm? + 0,18 (p=0,65; p=0,59) (Figura 3).

Nao foi observada variacdo no peso dos animais durante o tempo experimental.
Até o fim deste estudo um animal do grupo controle morreu por motivos desconhecidos

e o primeiro molar inferior de um animal do grupo controle foi perdido.
DISCUSSAO

Neste estudo buscou-se avaliar a eficdcia do raloxifeno em casos de POA
induzida nos ossos mandibulares de camundongos, e encontramos que este fairmaco nao
previne ou sequer minimiza a reabsor¢ao ossea subseqiiente a CRM. Até onde sabemos,
¢ a primeira vez que a acdo deste medicamento € testada nos ossos da face de
camundongos.

O modelo experimental de CRM em mandibulas de camundongos foi utilizado
para induzir a POA, pois estudos t€m relatado a reabsor¢dao decorrente da exposicao
6ssea por descolamento de retalhos™ *'°. Yaffe et al. * realizaram um estudo em ratos e
observaram a grande atividade de remodelamento 6sseo que ocorre apés a CRM nos
ossos maxilares sendo que este processo ocorre independente do géner016. Estes estudos
corroboram os resultados encontrados em nosso experimento ja que foi observada drea
de POA significativamente maior no lado operado (VE) comparada ao lado controle

(VD) (p< 0,01).
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A reabsorcdo Ossea pode interferir de maneira negativa no sucesso do tratamento
reabilitador com préteses convencionais ou sobre implantes, e por isso a busca por
substancias e tratamentos que visam prevenir ou minimizar a POA € um constante
objeto de pesquisa. Com este intuito testou-se o raloxifeno, um modulador do receptor
de estrogénio (SERM), utilizado na terapia e profilaxia da osteoporose. Este fairmaco
mimetiza os efeitos do estrogénio no osso com a vantagem de ndo estimular o
endométrio uterino, reduzir o risco de cancer de mama e ainda a incidéncia de eventos
coronarianos e derrame cerebral >,

O raloxifeno age, in vitro, na modulacdo da homeostase 6ssea por meio da
inibicdo da osteoclastogénese e da reabsorcdo Ossea, e pelo estimulo da atividade dos
osteoblastos, além da inibi¢do de interleucina 1, interleucina 6 e TNF-a. 26 Estudos in
vivo também mostraram os efeitos positivos desta droga na manutengao da densidade
mineral nos ossos da espinha lombar, do pescogo do femur'*'>* e de tibias 2. Além de
constatarem a reducdo dos marcadores bioquimicos do remodelamento dsseo tais como
osteocalcina, fosfatase alcalina, interleucina 1, interleucina 641528 o reducgdo do risco
de microfraturas **. Existem evidéncias da similaridade da eficdcia do raloxifeno no
esqueleto tanto de ratos machos quanto de fémeas ovariectomizadas®, assim, a acdo
deste medicamento se d4 independente do género.

Na contramao destas evidéncias, os resultados obtidos neste estudo
mostraram que o raloxifeno nao teve qualquer efeito protetor na POA. H4 evidéncias
que sugerem nao ser possivel utilizar a DMO da espinha e quadris pra predizer a

) . 30,31
densidade dos ossos maxilares

o que talvez possa explicar essa diferenca. Também
contribui na tentativa de explicar esta divergéncia, a hipdtese de remodelamento 6sseo
sitio especifico levantada por Pgdenphant e Engel® que a partir da avaliacio em 24
locais diferentes do esqueleto observaram que a formacdo dssea no esqueleto mostra
grandes variagdes regionais. Esta hipétese foi confirmada por Verna et al. ** quando
compararam os parametros de remodelamento 6sseo da mandibula e da crista iliaca. Um
bom exemplo desta sitio especificidade é a indicacdo/ contra-indicagdo dos implantes de
titanio, quando observamos que 76% das falhas de implantes ortopédicos ocorrem em
pacientes osteoporoticos, 34 enquanto o risco de falha do implantes dentais ndo parece
ser maior nos pacientes destes grupos.35

Os efeitos de outros farmacos ja foram testados dentre os quais podemos citar

os bifosfonatos e a doxiciclina. Os bifosfonatos sdao farmacos indicados no tratamento e

~ . . . 12
prevencdo da osteoporose e tiveram seus efeitos testados nos ossos maxilares®™'% Os
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resultados encontrados por Yaffe et al. %9 mostraram reducdo da POA apés intervencao
com bifosfonatos. Grevstad’ testou o efeito da doxiciclina sobre a POA que segue
cirurgias periodontais e constatou seu efeito protetor. Contudo, € importante observar
cuidadosamente o papel da metodologia utilizada na avaliacao da POA.

Diferentes métodos ja foram utilizados, alguns autores basearam-se na

8-10

~ . . . . . o 7 e
observacdo da matriz mineralizada™ ~, outros avaliaram cortes histolégicos’, e até

36'38, mas ha evidéncias

mesmo medidas de distancia ponto a ponto ja foram utilizadas
das limitacdes destes métodos ~® *’. Yaffe et al.” demonstraram o efeito do alendronato
na prevencdo da POA utilizando micro-radiografias de alta resolu¢do de raios-X,
entretanto, quando o método de andlise por drea de raiz exposta foi utilizado, nenhuma
diferenca significativa foi encontrada. Assim, a metodologia selecionada para a
realizacdo deste estudo parece ser a mais indicada, permitindo concluir que para a
prevengao da POA o raloxifeno ndo € eficaz.

Sugere-se a conducdo de investigacdes que poderdo mostrar a eficicia do
raloxifeno, para os ossos mandibulares, no que se refere ao ganho de DMO, na redugao
de biomarcadores do remodelamento 6sseo, ou alteragdes positivas na contagem de

células. Contudo, vale ressaltar que € imprescindivel a consciéncia da relevancia destes

dados quando o objeto de pesquisa é a manutencao de drea de osso alveolar.
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TABELAS

Tabela 1. Area de perda dssea alveolar (mmz) Vestibular (V) e Lingual (L), Lados
Direito (D) e Esquerdo (E), nos grupos placebo (n=10) e experimento (n=10) 10 dias

apos a cirurgia de retalho mucoperidsteo.

IC 95%
Limite Limite
Média Inferior Superior
VD (controle)* Placebo 0,28 0,08 0,48
Experimento 0,35 0,17 0,53
Total 0,32 0,12 0,52
VE (teste)* Placebo 0,59 0,21 0,97
Experimento 0,62 0,04 1,20
Total 0,61 0,13 1,09
LD Placebo 0,93 0,37 1,49
Experimento 0,98 0,54 1,42
Total 0,96 0,48 1,44
LE Placebo 0,99 0,57 1,41
Experimento 0,94 0,60 1,28
Total 0,96 0,24 1,68

* Diferenca significativa entre drea operada VE e controle VD (Teste-t Student)
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Tabela 2. Area de perda dssea alveolar (mmz) Vestibular (V) e Lingual (L), Lados
Direito (D) e Esquerdo (E), nos grupos placebo (n=9) e experimento (n=10) 21 dias

apos a cirurgia de retalho mucoperidsteo.

IC 95%
Limite Limite
Média Inferior Superior
VD (controle)* Placebo 0,41 0,07 0,75
Experimento 0,34 0,16 0,52
Total 0.37 0,10 0,64
VE (teste)* Placebo 0,60 0,14 1,06
Experimento 0,62 -0,16 1,40
Total 0.61 -0,01 1,33
LD Placebo 0,93 0,41 1,45
Experimento 0,98 0,62 1,34
Total 0,96 0,54 1,38
LE Placebo 1,05 0,49 1,61
Experimento 0,96 0,40 1,52
Total 1,00 0,46 1,54

* Diferenca significativa entre drea operada VE e controle VD (Teste-t Student)
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LEGENDAS DAS FIGURAS

FIGURA 1. PONTOS UTILIZADOS PARA DEFINIR A AREA DE PERDA OSSEA
ALVEOLAR. UNINDO TODOS OS PONTOS TEM-SE REPRESENTADA A AREA
DE INTERESSE. A) LADO ESQUERDO, FACE VESTIBULAR; B) LADO

ESQUERDO, FACE LINGUAL.

FIGURA 2. PERDA OSSEA ALVEOLAR (LADO ESQUERDO, FACE
LINGUAL).AS FOTOGRAFIAS NA ESQUERDA (A, C) IDENTIFICAM O GRUPO
PLACEBO, E NA DIREITA (B, D) IDENTIFICAM O GRUPO EXPERIMENTO.
ANIMAIS REPRESENTATIVOS APOS 10 (A, B)E 21 (C E D) DIAS DA

INTERVENCAO CIRURGICA.

FIGURA 3. MEDIA DE PERDA OSSEA ALVEOLAR (MM? DOS GRUPOS
CONTROLE E TESTE, NAS FACES LINGUAL E VESTIBULAR DOS LADOS
DIREITO E ESQUERDO APOS 10 E 21 DIAS DA CIRURGIA DE RETALHO

MUCOPERIOSTEO.
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RESUMO

Cirurgias de retalho mucoperidésteo (CRM) sao realizadas em diversas
situacdes clinicas, no entanto desencadeiam um processo reabsortivo com
perda da crista O0ssea alveolar. Os roedores sado animais rotineiramente
utilizados em pesquisas que avaliam a perda éssea alveolar (POA), sendo que
o tempo experimental para a execucao das mesmas é de 21 dias. O objetivo
deste estudo foi estabelecer se a area de reabsorcdo déssea alveolar é
semelhante aos 10 e 21 dias apdés CRM em mandibulas de camundongos. Foi
realizada CRM em mandibulas de 20 camundongos CF1 Mus domesticus,
machos, na face vestibular do lado esquerdo (VE). O lado direito (VD) das
mandibulas foi usado como controle. Os animais foram divididos em grupos
iguais de acordo com o tempo de experimento, e entdo foi realizada a
eutanasia completados 10 (grupo teste -GT) e 21 (grupo controle - GC) dias
apos CRM. As mandibulas foram hemiseccionadas, limpas e coradas para
observacdo em estereomicroscépio. Imagens digitais foram obtidas e a area de
perda 6ssea alveolar foi medida (mm?) em um software de andlise de imagens.
Os resultados demonstraram que ha uma perda significativa na VE (teste-t
Student; p<0,01) quando comparada a VD em ambos os grupos. Nao foi
observada diferenca significativa na area de POA (p>0,05) comparando-se 0s
dois momentos experimentais (GC x GT). Esta investigagdo permite concluir
que é possivel reduzir o tempo experimental usando o modelo de CRM em
camundongos.

Palavras Chave: perda 6ssea alveolar, retalhos cirurgicos, camundongos.
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INTRODUCAO

Na odontologia, 0 acesso cirdrgico ao 0sso alveolar é realizado em
diversas situagbes clinicas e nas mais variadas especialidades, no entanto
quando o periésteo é separado do osso alveolar a atividade osteoclastica é
estimulada resultando em uma fase reabsortiva com perda da crista 6ssea
(Staffileno et al., 1962; Staffileno et al., 1963; Ranjford e Costish, 1968; Yaffe et
al., 1994). Esta perda, decorrente da exposicao cirdrgica do 0sso, € um
resultado indesejado no processo de reparo, muitas pesquisas tém sido
realizadas na tentativa de encontrar uma maneira de preveni-la ou minimiza-la
(Yaffe et al., 1995; Yaffe et al., 1997, Yaffe et al., 2000, Binderman et al., 2001;
Kaynak et al., 2003).

Os roedores sdo animais rotineiramente utilizados como modelos
experimentais na avaliagdo da perda éssea alveolar (POA), pois tém um tempo
curto de vida (Brookbank, 1990), pela facilidade de manejo, reproducéo e baixo
custo na aquisicdo e manutencao, além da semelhanca anatémica dos molares
e estruturas orais aos tecidos humanos (Jordan, 1971).

Yaffe et al. (1994) observaram em mandibulas de roedores, a ocorréncia
de um fenémeno de reabsorcédo acelerado (RAP) resultante de procedimentos
de retalho de espessura total relatando haver uma imensa reabsorcéo do 0sso
cortical apos trés semanas da intervengao.

A partir deste estudo foram realizados inUmeros experimentos avaliando
a perda éssea alveolar ou testando farmacos que pudessem prevenir a mesma
durante o tempo experimental de 21 dias em mandibulas de roedores (Yaffe et
al., 1995; Yaffe et al., 1997, Binderman et al., 2000; Kaynak et al., 2003). No
entanto, Grevstad e Boe (1995) realizaram uma investigacao por meio da qual
puderam observar que a proliferacao de osteoclastos atinge o nivel maximo 10
dias apos a realizacao da cirurgia de retalho mucoperiésteo (CRM).

Motivados pela possibilidade da realizagdo de experimentos com
roedores em um menor tempo experimental foi desenvolvido este estudo.
Assim, o objetivo da presente investigacao foi estabelecer se a éarea de
reabsor¢cdo Ossea alveolar € semelhante aos 10 e 21 dias apdés CRM em

mandibulas de camundongos.
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MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em
animais da Universidade Luterana do Brasil (Canoas-RS). Os camundongos
foram obtidos, mantidos durante a fase experimental em gaiolas individuais
com dieta padrao e agua destilada ad libidum, em ambiente com condigcdes
padronizadas de luz (ciclo 12 horas claro/ 12 horas escuro) e temperatura (~20°
C).

Vinte camundongos CF1 Mus domesticus machos com 3 meses € peso
médio de 30g foram utilizados. Todos os animais foram submetidos a CRM e a
eutanasia foi realizada em 2 momentos distintos. A eutanasia de metade da
amostra (teste-GT) ocorreu 10 dias apds a intervencao cirdrgica e a outra
metade (controle-GC) passados 21 dias.

Procedimento experimental

Os camundongos foram pesados e anestesiados intramuscularmente
antes da cirurgia usando uma mistura de ketamina 100 g/l + 2% solucéo
aquosa de 2-(2,6-xilidina)-5,6- dihidro-4-H-1,3- hidroclorido de xilazina, em uma
proporcdo de 1:1, numa dose de 1,0 ml/Kg. Os camundongos foram
devidamente posicionados em uma mesa cirurgica desenvolvida de maneira a
fornecer completo acesso as estruturas orais dos animais sem qualquer risco
de asfixia (Rivaldo e Padilha, 2007). A mucosa foi separada do 0sso
subjacente ap6s a incisdo na gengiva marginal com o auxilio de um pequeno
elevador e foi imediatamente readaptada sem sutura (Yaffe et al., 1994;
Rivaldo et al., 2005; Yaffe et al., 1995; Yaffe et al., 1997, Yaffe et al., 2000;
Binderman et al., 2001, Kaynak et al., 2003). O retalho mucoperiésteo foi
realizado na face vestibular dos molares inferiores no lado esquerdo em um
procedimento com duracdo aproximada de 40 segundos, enquanto o lado
direito foi usado como controle. Os animais receberam apenas agua durante as
primeiras 24h para evitar deslocamento do retalho.

A eutanasia dos animais foi realizada sob anestesia por meio de
deslocamento cervical (Yaffe et al., 1994) em dois momentos distintos: 10 (GT)
e 21 (GC) dias apés a cirurgia.

Sob o aumento de uma lupa cirirgica (M900, DFVasconcelos) as

mandibulas foram hemiseccionadas , dissecadas, limpas, e assim destituidas
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de todo o material organico com uma escova e hipoclorito de sddio. As pecas
foram armazenadas em formol a 10% durante 12 horas (Tatakis e Guglielmoni,
2000; Al-Rasheed et al., 2003; May e Tatakis, 2004). O corante azul de
toluidina 1% foi utilizado para evidenciar a area radicular exposta, os limites do
esmalte, cemento, € 0sso. Em seguida, com um estereomicroscopio (Lupa
Stemi SV6 Zeiss™), sob aumento (x3.2), luz e posicdo padronizadas, a
imagem foi capturada digitalmente (Sistema Pixera®). Foi utilizado um
dispositivo de angulado para manter as amostras em uma posicao padronizada
com as cuspides vestibular e lingual no mesmo nivel (Rivaldo et al., 2007).

Anélise da Perda Ossea

O software de analise de imagens UTHSCA Image Tool versao
3.0, foi utilizado por um examinador cego e previamente treinado para medir a
area de raiz exposta (mm?). Duas medidas de cada amostra foram realizadas
com um intervalo de uma semana entre elas, com o objetivo de avaliar a
reprodutibilidade. Os dados de reprodutibilidade intra-examinador, trans-
experimental obtidos de acordo com o proposto por Bland e Altman (1986)
variaram de -0,0208 a 0,012.

Na face vestibular, a area para POA foi medida no primeiro molar,
enquanto na face lingual, a area de POA foi medida no primeiro e segundo
molar usando os pontos de referéncia propostos por Tatakis e Guglielmoni
(2000) e modificados por Hilgert et al. (2002). A area de perda dssea foi
definida como segue: mesialmente, pela margem mesial [jungdo cemento
esmalte (JCE) ao osso alveolar] da raiz mesial do primeiro molar; distalmente,
pela margem distal (JCE ao osso alveolar) da raiz distal do segundo molar;
coronalmente, por trés pontos em cada um dos molares: dois pontos definidos
pela JCE na mesial e distal e um definido pela posi¢cdo mais apical da JCE na
superficie do dente; e apicalmente, pela posicdo mais apical do osso alveolar
nas superficies radiculares (Figura 1). Os resultados sdo apresentados em

milimetros quadrados (mm?).
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Figura 1. llustragdo dos pontos utilizados para definir a area de perda 6ssea alveolar. Unindo
todos os pontos tem-se representada a area de interesse. A) lado esquerdo, face vestibular; B)

lado esquerdo, face lingual.

Analise Estatistica

O teste-t Student para amostras independentes foi realizado para
averiguar a diferenca entre as médias de area de perda 6ssea da vestibular
esquerda (VE; operado) e vestibular direita (VD; controle), além da diferenca
entre areas de perda 6ssea dos grupos controle comparando-se VD, VE,
lingual esquerda (LE) e direita (LD). Todos os resultados foram considerados
significativos no nivel critico de 5%

As andlises dos dados foram conduzidas com a utilizacdo do software
SPSS 13.0 for Windows® (SPSS Inc. lllinois, USA).

RESULTADOS

Foi observada reabsorcdo éssea alveolar evidente apés a CRM. A area
de POA no lado operado (VE) mostrou perda significativa (teste-t Student;
p<0,05) comparada ao lado controle VD. Comparando-se os dois momentos
experimentais (GC x GT) pudemos constatar que a area de POA nao variou
significativamente (p>0,05) (Figura 2).

Apbs 10 e 21 dias, respectivamente, a média de POA e desvio padrao
na VD foi 0,28 +0,10; 0,41 +0,17 (p=0,64), na VE 0,59 +0,19; 0,60 0,23
(p=0,89), na LD 0,93 +0,28; 0,93 0,26 (p=0,98) e na LE 0,98 +0,21; 1,05 +0,28
(p=0,56).
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Figura 2. Média de perda 6ssea alveolar (mm?) dos grupos controle e teste,

nas faces lingual e vestibular dos lados direito e esquerdo.

Em outra investigacdo o efeito do raloxifeno foi testado na reabsorgéo
Ossea alveolar que ocorre apés CRM em periodos iguais aos relatados neste
estudo e também nao foram observadas diferencas significativas comparando-
se 0s tempos experimentais (dados nao mostrados).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo de suma importancia quando
se estuda a POA em modelo experimental de CRM em camundongos, pois
permitem, dentro dos procedimentos laboratoriais, reduzir os custos de
manutencdo no laboratério, de contratacdo de pessoal especializado no trato
com os animais e principalmente reduzir o tempo experimental sem que o

desfecho seja influenciado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS



Com o intuito de reprimir a perda 6ssea alveolar apés cirurgias de
retalho mucoperiésteo (CRM) , alguns farmacos tém sido testados. No presente
estudo foi avaliada a eficacia do raloxifeno (farmaco de agcdo comprovada em
ossos do quadril, tibia e fémur), e os resultados demonstraram que este nao
exerce efeito protetor na perda éssea alveolar (POA), pois ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimento e placebo,
para nenhuma das faces ou lados analisados.

Um modelo de estudo de tempo reduzido foi desenvolvido e
observou-se que a area de POA em mandibulas de camundongos é
semelhante aos 10 e 21 dias pds-cirurgicos, nao apenas onde foi realizada a
intervencao (vestibular esquerda), como também nas faces linguais e no lado
controle (vestibular direita).

Sugere-se que o método de afericdo da POA por meio da
determinacdo de area de raiz exposta deve ser utilizado quando o objetivo
principal do estudo for a manutencéo da area de o0sso alveolar, ratificando que
a investigacao podera ser conduzida em um tempo experimental de 10 dias, o
que possibilitara a reducao de custos e de tempo de trabalho, sem influéncia
significativa nos resultados, quando o modelo de CRM em camundongos é

utilizado para inducao da POA.
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CONTEMT

The Journal of Feriodoniology publishes articles
relevant to the science and practice of perodontics
and related areas. Manuscripts are accepted for con-
sideration with the understanding that text, figures,
photographs, and tables have not appeared in any
ather publication, except as an abstract prepared
and published In conjunction with a presentation by
the authar(s) at a scientific meeting, and that mate-
rial has been submitted only to this journal.

MANUSCRIPT CATEGORIES AMD

SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Period oniology should
be limited to one of the categories defined below,
Specific infformation regarding length and format is
pravided for each category. Flease also refer to the
instructions provided under Manuscript Submission,
Preparation, and Format.

All manuscripts will be reviewed by the Editors far
navelty, potential to extend knowledge, and rele-
wvance to clinicians and researchers in the field. Some
manuscripts will be returned without review, based
an the Editors’ judgment of the appropriateness of
the manuscript for the Journal of Periodontology.

ORIGIMAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or
basic research an the pathogenesis, diagnosis, and
treatment of the different forms of perodontal dis-
ease, Fapers dealing with design, testing, and other
features of dental implants are alsa included.

Format

COriginal articles must be limited to 4,000 words {(ex-
duding the abstract, references, and figure legends).
The reference list should not exceed 50 references,
and the combined number of figures and takles must
be & or fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract
All ariginal articles should be submitted with a struc-
wred abstract, consisting of no mare than 250 words
and the fallowing four paragraphs:
* Background: Describes the problem being ad-
dressed.
* Methods: Describes how the study was performed.
* Results: Describes the primary results.
* Conclusions: Reports what authors have con-
cluded from these results, and notes theirclinical
implications.
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Introduction

The Intreducticn contains a concise review of the
subject area and the rationale for the study. Mare
detailed comparisons to previous wark and conclu-
sions of the study should appear in the Discussion
section.

Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in
sufficient detail so that other investigators would be
able to reproduce the research. When established
methads are used, the authar need anly refer to pre-
viously published reports; however, the authars
should provide brief descriptions of methods that
are not well known or that have been modified.
ldentify all drugs and chemicals used, including bath
generic and, If necessary, proprietary names and
doses. The populations for research inwalving hu-
mans shauld be clearly defined and enrcliment dates
provided.

Resulis

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

Discussion

Mew and possible Important findings of the study
should be emphasized, as well as any conclusians
that can be drawn. The Discussion should compare
the present data to previous findings. Limitations of the
experimental methods should be Indicated, as should
implications for future research. Mew hypotheses and
clinical recommendations are appropriate and shauld
be clearly identified. Recommendations, particularly
dinical ones, may be Included when appropriate.

STATE OF THE ART REVIEWS

These are focused reviews of basic and clinical
science related to periodontics and implant dentistry.
These reviews should be concise and address an
important and timely clinical question. The review
should be based on a critical assessment of the
literature, and may include data or examples fram
the research or clinical experience of the author(s).
Authars should discuss clinical relevance and future
projections. At-large submissions will be considered,
but authors should contact the Editar-in-Chief befare
developing a manuscript to avoid duplicating a topic
already in preparation. Papers should be balanced,
literature-based reviews that are concise (2,000 to
3,000 waords) with about 100 key references. Articles
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should be written at a level instructive to Jowrnal
readers. For example, clear definitions of abbrevia-
tions and a glossary of terms may be useful for
defining highly technical or new terminalagy. Since
critical reviews reguire selection of repoarts and In-
terpretation of data, authors should not have a finan-
cial Interest In the companies making products or
praviding services described in the review.

Format

Abstract

The abstract should summarize the main conclu-
sians of the review in 350 words or less.

Introduction
A guestion or seres of related questions to be ad-
dressed should be given; rationales for asking these
gquestions and why the questions are timely should
be explained.

Methods

The method of reviewing the literature should be
discussed (e.g., bibliographic indexes and databases
used, limits an years covered by the search, lan-
guages searched, and other impartant information
regarding the search process should be described).

Body

A sequence of logical subsections that reflect the
area being reviewed should be developed. This
section should be a critical analysls of the literature,
including arguments needed to support the conclu-
slans reached; why certain papers not meeting well-
described critical standards, such as randomized
clinical trials, were naot used as evidence; and what
Issues remain unresalved and need further study.
Evidence tables are often useful in summarizing
reviewed literature, and various statistical analyses
appropriate to reviewing literature, such as meta-
analysis, should be considered.

COMMENTARY

The purpase of these papers is to provide a forum for
discussion of controversies and other issues as they
relate to the practice of periodontics and Implant
dentistry. Full and balanced discussion of contraver-
sies on important issues is encouraged. This may
result in several authars each presenting a relevant
viewpaint. Commentary articles should be concise
(2,000 to 3,000 words); however, they should be
complete and balanced, which may require that
the issue or controversy addressed be highly fo-
cused. Appropriate references should be cited.

Format

Introduction

This section shauld clearly state the clinical guestion
ar issues to be discussed and document their im-
mrtance and timeliness.

Body

The body should present the information supparting
all aspects of the issues. This portion of the Com-
mentary may be subdivided as appropriate with head-
ngs. Figures, tables, and ather [llustrative materials
may be incorporated.

Summary

The summary should place the lssue in perspective
and paoint a way for future directions in addressing
the controversy.

Acknowledgments

Since these papers allow authors to express their
pinlons on a subject, it Is extremely important that
aithors disclose any and all affiliations, financial
msition, or any other information that constitutes a
meal or perceived conflict of Interest.

CASE REPORTS

These manuscripts emphasize clinical periodantics
and related aral medicine and pathology. Unusual
mses llustrating lesions affecting the arofacial struc-
twres that may be expected to influence manage-
ment of periodontal and implant patients could be
presented. Case reparts should describe: 1) unigue
mses that may represent a previously undescribed
mnditian; 2) unexpected association of two or more
dseases; 3) adverse or unexpected treatment re-
ponse; or 4} any other clinical observation based
upon well-documented cases that provide impaortant
new Infarmatian.

CASE SERIES

These papers report a sufficient number of consec-
wive or randomized cases to make a persuasive
agument for or against the procedure, technique, or
mnoept under discussion. Cases should berelatively
romogeneous 5o that a systematic evaluation of ane
type of disease, leslan, or condition is made far the
mocedure under consideration. Also, treatment and
drcumentation should be consistent and standardized
Br all cases. It is recognized that definitive evidence
for the safety and efficacy of any procedure, drug, ar
device comes primarily from well-designed, randoam-
ized, contralled trials. Howewer, well-executed case
series may lead to hypotheses about the usefulness
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of new and Innovative procedures, drugs, or devices
and may therefore be of value to the progress of clin-
ical science.

Format
Abstract
Case Reports and Case Series should ke submitted
with a structured abstract, consisting of no mare than
250 words and the following four paragraphs:
* Background: Describes the clinical situation
being discussed.
* Methods: Describes the clinical procedures
{surgical and nan-surgical) performed.
* Eesults: Describes the clinical results.
* Concluslons: Reports what authars have con-
duded, specifically clinical implications in prac-
tice situations.

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

Case Description and Results

This section describes the case or cases, including
all relevant data. For ease of presentation, tables
describing longitudinal data in a chronalogical form
may be useful. Carefully selected, high-gquality <lin-
ical phatagraphs in full colar, as well as radiographs,
are encouraged.

Discussion

Thisshould include findings, put into perspective with
respect to the field and literature. Unique arguments
and new infarmation gained shauld be summarized.
Consideration of the clinical significance of the case(s)
should be emphasized in all sections.

CLINICAL PRACTICE (FORMERLY
INMOVATIONS IM PERIODOMTICS)

These manuscripts should emphasize methods, such
as the application of new technology, materials, and
techniques to patient management, and should be
Mustrated carefully and fully, with radiagraphs and
mlar clinical phatographs. The innovation/methad
should be described In detail so that readers can
duplicate the procedures.

h addition, the innovation/methad should have
been used on a sufficient number of cases ar subjects
o demanstrate its utility and any adverse effects.
Alsa, experience inuse of the technique should allow
the author(s) to desecribe situations or conditions where
the procedure may not waork as effectively. Only pro-
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cedures that give consistent results documented
aver a sufficiently large number of cases should be
submitted for publication.

Manusecripts shauld be concise and should consist
af an abstract, an intraduction, a description of the
innavatian/methad in conjunction with management
of a case(s), and a discussion,

It should be noted that certain new innowvations
might require human subject review and informed
aonsent. It is the responsibility of the author to abtain
these.

n particular, the Editars are seeking papers de-
scribing how practitioners manage site preservation,
pre-implant surgery, guided tissue regeneration, fur-
cation preparation, root resection, suturing, and root
coverage of extensively prepped teeth and/or pre-
viously restared roots, akthaugh other topics are en-
ouraged as well.

GUEST EDITORIALS

Guest Editarials may be invited ar may be submitted
from authorities in certain areas as a means of
offering thelr perspective on one ar mare articles
published in the Jowrnal, or on other items of interest
o the readership.

LETTERS TO THE EDITOR

Letters may comment on articles published in the
Jowrnal and should offer constructive criticism. If a
letter comments on a published article, the authar(s)
will be pravided 60 days to respand to the abserva-
tlans.

Letters to the Editor may alsoc address any aspect
af the profession, including education and training,
new mades of practice, and concepts of disease and
its managerment.

Letters should be brief, focused on one ar a few
specific points or concemns, and can be signed by no
mare than five individuals.

Citationsshould be handled asstandard references.

MAMUSCRIPT SUBMISSION, PREPARATIOM,
AMD FORMAT

The Journal of Pericdoniclogy accepts manuscript
submissions online at the following URL: hitp:/fmc.
manuscripicentral. comy/fperio.

Authars should prepare manuscripts in acoordance
with bath the instructizns belaw and the preceding
instructions pravided for each manuscript category.

Dietailed Instructions for online submission are de-
scribed under "Web Uploading Policies and Instructions.”
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Inguiries regarding current submissions should be
sent ta: Managing Editor, Jburnal of Pericdontclogy,
737 Maorth Michigan Avenue, Suite B0O, Chicaga, IL
6061166860, Telephone: 312/573-3224; e-mail: julied

pefo.org.

SUBMISSION

Authorship

Individuals identified as authars must meet the fallow-
Ing criteria established by the International Committee
of Medical Journal Editors: 1) substantial contribu-
tions to conception and design, or acquisition of data,
ar analysis and Interpretation of data; 2) drafting the
article or revising it critically for important intellec-
tual content; and 3) final approval of the wersion to
be published.

Cnece the Journal has recelved a manuscript, any
changes in authorship must be faxed to the editorial
office at 312/573-3225 (attn: Bethanne Wilsaon, Edi-
torial Coordinatar) and must contain the signature of
the authar who has been added or remaoved from the
paper. Authors who are added must submit a conflict
of interest and financial disclosure form (described
under "Acknowledgments and Conflicts of Interest” ).

Letter of Submission / Conflicts of Interest
A conflict of Interest and financial disclasure farm
must be submitted for each author.

A template form can be found on JOP Manuscript
Central™ (hitp://mc.manuscripicenial comjperio)
in the upper right-hand corner under “Instructians E
Farms." Maore information on conflicts of interest can
be found under "Conflicts of Interest” below.

PREPARATION
Style
Flease follow the guldelines below when preparing
the manuscript:
* Be sure to put the genus and s pecies of an arganism
and journal names in the referen ce section initalics.
* The Jburnal of Pericdo niclogy does not italicize
@mmmaon Latin terms such as in vitra, in vivo,
e.g., or L.e.
* Usea block style; donot tabulateor indentmaterial .
* Refer to the 4th edition of the Qossary of Peri-
odontal Terms published by the American Acad-
emy of Periodontology for preferred terminalagy.
Authors are encouraged to use the disease
classification as outlined in the Annals of Period on-
tology, volume 4 (1998 International Warkshap for
a Classification of Periodontal Diseases and Can-
ditions). A summary can be found an the American

Academy of Periodantalogy Web site at Ripy www,
perio.oigrescurces-producisclassification. him.

FORMAT

Manuscripts must be submitted in Microsoft Word.
Margins should be at least 1" on bath sldes and top
and battom. Materials should appear in the following
ader:

Title Page

Abstract {or Introduction) and Key Waords

Text

Footnotes

Acknowledgments

References

Figure Legends

Tables

Figures should not be embedded in the manu-
script. Awuthors should retain a copy of their manu-
script for their own records.

TITLE PAGE

The Title Fage should contain: 1) a concise but in-
brmative title; 2) first name, middle initial, and last
rame of each author, with the highest academic
degree and the current Institutional affiliation for
each; 3) name of the department{s) and institu-
tioni{s) to which the work should be attributed
(please use footnote symbals [in the sequence ™, %,
e B |, # =%, etc] to identify authors and their
mmespanding institutions); 4) disclaimers, if any; 5)
the name and address (including fax number and
e-mail) of the autharis) responsible for correspon-
dence (please Indicate whether fax number and
e-mail can be published); 6) sources of support in
the form of grants, equipment, drugs, or other sig-
rificant sources of support; 7) any financial relation-
hips between any authar and a commercial firm that
mey pose a conflict of interest; B) word count and
rumber of figures and tables in the manuscript; 3)
a short running title of no mare than 60 characters,
ncluding spaces; and 10) a2 one-sentence summary
describing the key finding(s) from the study.

ABSTRACT OR INTRODUCTION

Hease see specific instructions provided for each
menuscrpt category.

KEY WORDS

Amaximum of six key words ar short phrases, drawn
fom MeSH documentation, to facilitate indexing
giould be listed below the abstract.
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TEXT

Please see specific instructions provided for each
manuscript category.

ACKNOWLEDGMEMTS ANMD CONFLICTS

OF INTEREST

Acknowledgments

At the end of the Discussion, acknowledgments may
be made to Individuals who contributed to the
research ar the manuscript preparation at a level
that did not qualify for autharship. This may include
technical help or paricipation in a clinical study.
Authors are responsible for obtaining written per-
mission fram persons listed by name. Acknowledg-
ments must alse Include a statement that includes
the source of any funding for the study, and defines
the commercial relationships of each authar.

Conflicts of interest

In the interest of transparency and to allow readers to

form their own assessment of potential biases that

may have influenced the results of research studies,
the .burnal of Periodoniclogy now requires that all
authors declare potential competing Interests re-
lating to papers accepted for publication. Conflicts
of interest are defined as thase influences that may
patentially undermine the objectivity ar integrity of the
research, ar create a percelved conflict of interest.

Authaors are reguired to submit:

1} A statement in the manuscript, following Ac-
knowledgments, that includes the source of any
funding for the study, and defines the commer-
dal relationships of each author. Fan author has
no commercial relationships to declare, a state-
ment to that effect should be included. This
staternent should include financial relatiznships
that may pose a conflict of interest or potential
mnflict of interest. These may include financial
support for research (salaries, equipment, sup-
plies, travel reimbursement); employment ar
anticipated employment by any organization that
may galn ar lose financially through publication of
the paper; and personal financial Interests such as
shares In or ownership of companies affected by
publication of the research, patents or patent
applications whase value may be affected by this
publication, and consulting fees or royalties from
arganizations which may profit or lose as a result
of publication. An example is shown below.

2] A conflict of interest and financial disclosure form
for each author. This form can be found on JOP
Manuscript Central™ { Rip://mc. manuscriptcentral,
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mim/jperic) in the upper right-hand corner under

‘Instructions E Fomms." The form should be
completed by each author and provided to the
mrresponding authar. The comespoanding authar
Is respansible for submitting these forms from each
author when the manuscript s submitted. These
forms should be sent to Bethanne Wilson, Editarial
Coordinatar, either via e-mail at bethanne@iperia.
arg or fax at 312/573-3225. These farms can alsa
be uplbaded in the cowver letter area during the
manuscript submission process.

Conflict of interest Information will not be used as
a basis for suitability of the manuscript for publica-
tian.

Example of conflict of interest statement:

This study was supported by a grant from the Acme
Implant Corpomation, Seoul, Korea, Drs. Able, Kim,
and Bruce repart no financial relatianships related to
any products invalved in this study. Dr. Lee is on the
scientific advisary board for Acme Implant Corpora-
tion and gives lectures sponsared by the company.
Dr. Smith is a consultant and sharehalder of the
Brownstone Implant Corporation, Bostan, MA. Dr.
Wang is emplayed full-time as chief technical officer
of the Acme Implant Corpomation.

REFEREMCES

References should be numbered consecutively in the
arder in which they appear in the text. A Journal,
magazine, or newspaper article should be given anly
one number; a book should be given a different
number each time it Is mentioned, if different page
numbers are cited.

All references are identified, whether they appear
in the text, tables, or legends, by Arabic numbers in
superscript. Journal title abbreviations should be
thase used by the U.5. Mational Library of Medicine.
If you are uncertain about the correct abbreviation
for a journal title, please refer to the MLM's compre-
hensive listing at #p!/nlmpubs nimnih. goufonline
Journals/lfineb, pdf.

The use of abstracts as references Is strongly
discouraged. Manuscripts accepted for publication
may be cited. Material submitted, but not yet ac-
cepted, should be cited in text as "unpublished
observations.” Written and aral personal communi-
cations may be referred to In text, but not cited as
references. Please provide the date of the commu-
nication and indicate whether it was in a written ar
aral form. In addition, please identify the individual
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and his/her affiliation. Authars should abtain written
permission and confimation of accuracy from the
saurce of a personal communication. Fresented
papers, unless they are subsequently published in
a proceedings ar peer-reviewed joumal, may not be
clted as references. In addition, Wikipedia.org may
not be cited as a reference. For mast manuscripts,
authors should limit references to materals pub-
lished in peer-reviewed professional journals. In
addition, authors should verify all references against
the ariginal documents, References should be typed
double-spaced. Examples of references are given
below. Authars are encouraged to consult EndMote
for the Jowrnal of Perlodoniology's preferred refer-
ence style.

Journals

1. Standard joumal reference. Mote: list all authars
F six or fewer; when seven or maore, list anly first
three and add et al Glass DA, Mellonig JT,
Towle HJ, Histologic evaluation of bone in-
ductive proteins complexed with coralline hy-
droxyapatite In an extraskeletal site of the rat.
J Pericdoniod 1989;60:121-125.

2. Corporate author. Federation Dentaire Interna-
tionale. Technical report na. 28. Guidelines far
antibiotic prophylaxis of infective endocarditis
for dental patients with cardiovascular disease.
fnt Dent J 1987,37:235.

3. Journal paginated by Issue. Card 5J, Caffesse
FG, Smith BA, Masjleti TE. Mew attachment
follawing the use of a resorbable membrane in
the treatment of periadontitis in dogs. Mt J
Feriodontics Reslorative Dent 1989:9(1):53-63.

4. Mon-English-language titles translated into En-
glish. Buchmann R, Khaoury F, Hesse T, Mdller REF,
Lange DE. Antimicroblal therapy of per-implant
disease (in German). £ Zahnd=zl implanio! 19946;
12:152-157.

Books and Other Monographs

5. Personal authar(s). Tullman JJ, Redding 5W.
Systernic Dispase in Dental Treatment. 5t. Louis:
The CV Masby Company; 1983:1-5.

6. Chapter in a book. Rees TD. Dental manage-
ment of the medically compramised patient. In:
McDonald RE, Hurt WC, Gilmare HW, Middletan
RA, eds. Cwrent Therapy in Denlisiry, val. 7.
5. Louis: The €V Mosby Company; 1980:3-7,

7. Agency publication. Miller AJ, Brunelle JA,
Carlos JP, Brown LJ, Lbe H. Oral Health of
United States Adults. Bethesda, MD: Mational

Institute of Dental Research: 1387, MIH publica-
tion no. B7-28B68.

B. Disseration orthesis. Teerakapong A. Langerhans’
ells in human perodontally healthy and dis-
eased gingiva. [Thesis]. Houston, TX: University
of Texas: 1987, 92 p.

Bectronic Citations

9 Online journals without wolume and page in-
formation. Berlin JA, Antman EM, Advantages
and limitations of meta-analytic regressions of
dinical trials data,

Online J Curr Clin Trials [seral anline]. June 4,
1994 doc 134, Accessed July 20, 2000.

10. Online journals with volume and page Infor-
mation. Fowler EB, Breault LG. Ridge augmen-
wmtion with a folded acellular demnal matrix
dlograft: A case report. J Conlermp Dent Pract
[seral online]. 2001:2(3):31-40. Available from:
Procter £ Gamble Company, Cincinnati, OH.
Accessed December 15, 2001.

11. Web sites. Centers for Disease Contral and
Prevention. Freventing emerging Infectious dis-
eases! Addressing the problem of antimicrabial
mesistance. Available at hitp://www.cdo.gow/
ncidad /'emergplan /antiresist/. Accessed Movem-
ber 5, 20401,

TABLES

Tables should be numbered consecutively in Arabic
rumbers in the order of their appearance in the text.
A brief descriptive title should be supplied for each.
Explanations, including abbreviations, should be listed
25 footnotes, not in the heading. Every column should
have a heading. Statistical measures of variations such
as standard deviation or standard emor of the mean
should be included as appropriate in the footnotes.
Co nat use intemal horizontal or vertical rules,

AGURE LEGEMDS

Legends should be typed double-spaced with Arabic
rumbers carresponding to the figure. When arrows,
mymbals, numbers, or letters are used, explain each
dearly in the legend; also explain internal scale,
aiginal magnification, and methad of staining as
appropriate. Panel labels should be in capital letters,
Legends should not appear on the same page as the
actual figures.

FIGURES
Cigital files must be submitted for all figures.
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Submit one file per figure. Multiple panels should
be labeled and combined in a single file. Photo-
micragraphs should have intemal scale markings.
Human subjects must not be identifiable in photo-
graphs, unless written permmnission is obtained and
accompanies the photograph. Lettering, arrows, ar
ather identifying symbals shauld be large enough to
permit reduction and must be embedded In the figure
file. Figure file names must include the figure number.

Qinical calor photographs are encouraged. There
is na charge ta the authar for publication of any figure.
Authors are asked to use shades of green, blue, or
purple in color graphs. Yellow, red, and orange should
be avolded unless scientifically necessary (e.g., to
depict species of the arange complex, red complex,
gto. ).

Authaors are strangly encouraged to prepare basic,
simple designs that can be clearly understood when
reproduced; use of "3-dimensional” graphics Is not
recommended. Unnecessarily complex designs may
be returned for simplification before publication.

Dietails of programs used to prepare digital images
must be given tofacilitate use of the electranic image.
Use solid or shaded tones far graphs and charts.
Patterns other than diagonallines may not reproduce
well.

DIGITAL FILE SPECIFICATIOMNS

To ensure the highest quality repraduction of your
fgures, please observe the following recommenda-
tions.

Resolution
Proper resolution is very important to preserve the
quality of your printed figures. The following resao-
lutions must be submitted for your fles.

Please doa not reduce your figures below a readable
size to achieve higher resolution. These files will not
be usable,

Format

TIFF or EPS files at the proper resolution (see above)
will give the best results.  you cannat produce these
fles, do not send low-resclution conversions, With all
fgures, please alsc send a POF that can be rasterized
in the event your files are not usable.

Word, Excel, F5, and JFEG files can sometimes
be acceptable alternatives. Send these alang with
a FDF if you cannat achieve the proper results in
TFF ar EFS format. For graphs and charts, do not
use pattemned fills. Solid tones or colors are recam-
mended Instead.
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Color Space

Figures should be saved as CMYHK, not RGB. Files
submitted In RGE will be converted to TMYK, and
significant color shift may accur.

Font

Files ather than TIFF ar JFEG must be saved with
fants embedded. Acceptable fonts include Helvetica,
Times Mew Roman, Symbal, Mathematical P, and
European Pl. All other fonts may be replaced, re-
sulting in data loss ar realignment.

Other

Flease send a PDF with all figure submissions and
werify that the FOF and digital versions of your fig-
ures are identical. ¥ you have any questions con-
ceming the creation or submission of digital art,
please visit the Dartmauth Journal Services Web site
at hitp./fwuw darimouthjoumnals com/digart himi
ar send an e-mail to perodartmouthjoumals.com.

UMITS OF MEASUREMEMT

Measurements of length, height, weight, and volume
should be reported in metric units or their decimal
multiples. Temperatures should be given in degrees
Celsius and blood pressure in millimeters of mer-
ary. All hematologic and clinical chemistry meas-
urements should be reported in the metric system
in terms of the International System of Units (Sl).
Description of teeth should use the American
Dental Assoclation (l.e., Universal/Matiznal) num-
bering system.

STATISTICS
Statistical methods should be described such that
a knowledgeable reader with access to the ariginal
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data could verfy the results. Wherever possible,
results shauld be quantified and appropriate indica-
tars of measurement emor or uncertainty given. Sole
rellance on statistical hypothesis testing ar normal-
lzation of data should be avoided. Data in as close to
the ariginal form as reasonable should be presented.
Details about eligibility criteria for subjects, random-
iration, methods for blinding of observations, treat-
ment complications, and numbers of observations
should be included. Losses to observations, such as
dropouts from a clinical tral, should be indicated.
General-use computer programs should be listed. Sta-
tistical terms, abbreviations, and symbals should be
defined. Detailed statistical, analytical procedures can
be included asan appendix to the paper if appropriate.

AMIMAL AMD HUMAM TRIALS

All manuscripts reparting the use of human subjects
must include a statement that the protocol was
appraved by the author's institutional review com-
mittee far human subjects ar that the study was
conducted in accordance with the Helsinki Declara-
tion of 1975, as revised in 2000. Do not use any
designation in tables, figures, or photographs that
waould identify a patient, unless express written con-
sent from the patient is submitted.

For research Inwolving the use of animals, it is
necessary to indicate that the protocol was approved
by the author's institutional experdmentation com-
mittee or was in accordance with guidelines ap-
proved by the Council of the American Psychological
Society (1980) for the use of animal experiments.

FOOTHOTES

Footnotes should be used anly to identify author
affiliation: to explain symbals in tables and llustra-
tions; and to identify manufacturers of equipment,

medications, materials, and devices. Use the follaw-
ng symbals in the sequence shown: *, %, 2 §, ||, 9, #,
% FF, etc.

IDEMTIFICATION OF PRODUCTS

Use of brand names within the title or text is not
acceptable, unless essential when the paper is
mmparing two or momre products. When Identifica-
tian of a product is needed or helpful to explain the
mocedure ar trial belng discussed, a generic term
should be used and the brand name, manufacturer,
md location (clty/state/country) clted as a footnote.

REVIEW PROCESS AND

PUBLICATION PROCEDURES

Feer Review

The Journal of Periodoniclogy is a peer-reviewed
mblication. All manuscripts, including State of the
Art Reviews, Commentaries, Case Reports, Case
Series, and Clinical Practice, are submitted to a
minimum of two reviewers and, when appropriate, to
a statistical reviewer. Authars are glven reviewer
ommments and additional information or observa-
tians as the Editor believes would be helpful. Revised
manuscrpts are due within 30 days of receipt of the
Editor's communication.

Copyright

All manuscripts accepted far publication become the
poperty of the American Academy of Pedodontal-
agy. A copyrght form must be signed by all authors
and returmned ta the Managing Editor. A file containing
this form ahways accompanies the acceptance e-mail.

Reprints

Corresponding authars may purchase reprints at the
time pages are recelved far proofreading. Reprints
=n be purchased in 4-color or black and white.
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7.3 Instrucoes De Publicacao Para Os Autores - Scandinavian
Journal of Laboratory Animal Science

Categories of papers
The Journal will publish manuscripts in the following categories:
Original scientific articles. Such reports may be based on an animal experiment, but
may as well be the results of epidemiological surveys, case studies, description of
theories, etc. The results must not have been published elsewhere. If parts of the
results have been published elsewhere (e.g. as an abstract) this information must
be given in the accompanying letter.
Reviews survey recent developments within a relevant area.
Notes are short reports fulfilling the requirements for an original scientific article,

but not allowing any general conclusions.
Technical reports gives details about one or several specific techniques developed
by the author without any scientific conclusions.

Letters are comments on any matter of concern within the field of laboratory animal
science.

All original scientific articles, reviews and notes are peer reviewed by at least two
external referees. Authors are welcome to suggest referees.

Style and format
The papers should be written in concise and clear English. Technical reports and
letters may be accepted in a Scandinavian language.

All procedures involving live animals must have been performed in accordance with
National legislation and The Council of European Convention ETS 123.
Papers should be in the following sections: Front page with title, subtitle, nhames
and adresses of authors, and a detailed address for correspondence. Then a brieef
summary (stating what was achieved), introduction, materials and methods,
results, discussion (ending with any conclusions), acknowledgements (if any), and
references.

All references must be given as by the original author but with first names as
initials only and giving the initials of the first author after the surname and the
remaining in front of the surname. All authors are listed (and written in italics).
Then follows: Title of the paper, Name of the journal in abbreviation, year of
publication, volume (in jtalics), issue no. (when given), first page-last page. When
quoting parts of books the editor names are given followed by (eds.) and the title of
the book, publisher and year. In the text references are quoted, depending on the
number of authors, as in this issue, with quotes in brackets written in Jjtalics.
Under the materials and methods section detailed information must be given
concerning animals (species, stock/strain, source, genetic and microbiological
status, age or weight), their husbandry (microbiological protection, equipment,
caging, bedding, temperature, humidity, lighting, ventilation, feeding), products
used, and the experimental procedure. Commercial suppliers are given in brackets
after the product followed by the city and country.

Submission, proof-correction and reprints
Papers are either submitted electronically by e-mail or it a paper copy to the
Editorial and Advertising Office (see Editorial Board). Paper submission must be
accompanied by an electronic version with MS-Word-compatible version of the
paper on disk or CD. Tables, illustrations, graphs and texts for illustrations should
be supplied in a ready to print quality, or electronically in JPG, TIFF, EPS or BMP
version.

Multi-author papers: please ensure any correspondence with the Editorial Office
subsequent to the initial submission (including comments to the printed proofs) is
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conducted through the single identified "Author for Correspondence”. For all papers,
the printed proofs must be returned to the office, with any comments, within 3
days after receipt. Fifty reprints are provided free of charge to the author(s).
Additional reprints can be ordered.

Contact details
Please ensure thet your initial submission includes full postal address, telephone
and fax numbers, and e-mail address.

de: http://biomedicum.ut.ee/sjlas/instructions.html
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